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1.1 Wachstum als lebenslanger Prozess 
Wachstum ist ein komplexer Prozess, der vom Zusammenspiel verschiedener Gene und deren 
Expression abhängig ist. Dieser Prozess beginnt intrauterin mit der Zeugung eines menschli-
chen Lebewesens auf kleinster, zellulärer Ebene. Wachstumsfaktoren und Mitogene stimulie-
ren das Zellwachstum und die Proliferation, d.h. die Zunahme der Zellmasse und die Vermeh-
rung der Zellen, indem sie unter anderem die Synthese von Proteinen fördern.  
Angefangen bei der Befruchtung einer Eizelle über die Embryonal- und Fetalperiode bis 
zur Geburt findet das Wachstum geschützt im mütterlichen Körper statt. Die ungestörte Ent-
wicklung eines neuen Lebewesens ist abhängig von genetischen Erbanlagen, von der kontinu-
ierlichen Versorgung über die mütterliche Plazenta und vom Einfluss verschiedener Umwelt-
faktoren und Noxen. Nach der Geburt ist das Individuum sehr rasch durch verschiedene An-
passungsvorgänge (Entfaltung und Belüftung der Lungen, Umstellung des fetalen Kreislaufs 
auf die eigenständige Blutversorgung) auf sich selbst gestellt. Die Fetalperiode unterliegt in 
der Entwicklung dem stärksten longitudinalen Wachstumsanstieg, gefolgt von einem postna-
talen Wachstumsrückgang. Die Kindheit ist geprägt von einem langsamen, aber gleichmäßi-
gem Größenzuwachs, gefolgt von einer präpubertären Wachstumsdezeleration und anschlie-
ßendem Wachstumsschub während der Pubertät. Im weiteren Verlauf  der Adoleszenz verrin-
gert sich die Wachstumsgeschwindigkeit wieder bis zum Erreichen der Endgröße [1]. Bis heu-
te sind noch nicht alle das Wachstum determinierenden Faktoren bekannt. Eine wichtige Rolle 
in diesem Wachstumsprozess spielt jedoch die somatotrope Achse [2]. Das Längenwachstum 
der Röhrenknochen beruht auf der diaphysären und epiphysären chondralen Ossifikation. Das 
postnatale Längenwachstum ist bis zum Verschluss der Epiphysenfuge möglich. Der Epiphy-
senfugenverschluss ist durch den Anstieg der Sexualhormone in der Pubertät bestimmt. Sti-
muliert wird das Wachstum durch das adenohypophysäre humane Wachstumshormon (GH). 
Die Sekretion von GH ist abhängig vom growth hormon releasing Hormon (GHRH), auch 
Somatoliberin genannt, welches pulsatil vom Hypothalamus sezerniert wird und durch Bin-
dung an den hypophysären GHRH-Rezeptor die Sekretion von GH reguliert [3]. GH wiede-
rum stimuliert die Freisetzung eines weiteren Wachstumsfaktors, des insulin-like growth fac-
tors (IGF1), der hauptsächlich, aber nicht ausschließlich, in der Leber produziert wird und 
direkte Wirkung unter anderem auf die Zellproliferation besitzt. IGF1-Rezeptoren (IGF1R) 
befinden sich auf nahezu allen humanen Zellen und vermitteln die parakrine, endokrine und 
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autokrine Funktion von IGF1 und dem strukturell und funktionell verwandten IGF2 [2]. IGF1 
fördert sowohl das ossäre Längenwachstum, als auch die Zunahme der Körperzellmasse, der 
Muskelmasse und die Größenzunahme innerer Organe. Zudem hat IGF1 antiapoptotische 
Eigenschaften, ist ein Differenzierungsfaktor, ist an der Steuerung der Kohlenhydrathomöo-
stase beteiligt, beeinflusst den Vitamin D Metabolismus und agiert als Regulator eines Nega-
tiv-Feedbacks auf die hypophysäre GH Sekretion [4, 5]. 
1.2 IGF1 und IGF2 in der pränatalen Wachstumsphase  
Die fetale Expression von IGF1 ist nahezu unabhängig von GH [6]. In der embryonalen und 
fetalen Periode wird die IGF1 Expression primär durch den Ernährungszustand des Feten 
reguliert, respektive durch die mütterliche Versorgung mit lebenswichtigen Mineralstoffen 
und plazentarem Sauerstoff, sowie durch die Konzentration an zirkulierendem Insulin [1, 7]. 
Erst kurz vor der Geburt kommt es zur GH abhängigen IGF1 Produktion [1]. In der Plazenta 
wird zudem ein weiteres Wachstumshormon produziert (GH2), welches zum Ende des ersten 
Trimesters die hypophysäre GH Produktion drosselt [7]. IGF2 ist mehr noch als IGF1 der 
entscheidende Wachstumsfaktor in der Embryonalzeit. Er entfaltet seine wachstumsfördernde 
parakrine und systemische Wirkung ebenfalls über den IGF1R, wohingegen die Bindung an 
den Typ 2 IGF-Rezeptor (IGF2R) zu einer verminderten Konzentration an zirkulierendem 
IGF2 führt und dieser Rezeptor somit eine Wirkung als „clearance-receptor“ besitzt [7]. Somit 
besteht wahrscheinlich die Aufgabe des IGF2R in der Limitierung eines Überangebots an 
IGF2 und seinen wachstumsfördernden Eigenschaften. Entsprechend führten Versuche mit 
transgenen Igf2r-/- knock-out Mäusen, zu überschießendem embryonalen Wachstum. 
Interessant ist noch, dass das IGF2R Gen väterlichem und das IGF2 Gen mütterlichem 
Imprinting unterliegen [8]. Entsprechend manifestieren sich IGF2 Mutationen nur in 
Patienten, die das defekte Allel vom Vater geerbt haben [9], [10]. Die völlig unterschiedliche 
Bedeutung von IGF1R und IGF2R wird noch dadurch verstärkt, dass sie beide keine 
strukturelle Ähnlichkeit miteinander haben, da der IGF1R zur Familie der tetrameren 
transmembranären Tyrosinkinaserezeptoren und der IGF2R zu den transmembranären 
Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren gehört [11].  
Ein weiteres Mitglied in der Familie der Tyrosinkinaserezeptoren ist der Insulin Rezeptor 
(INSR). Er befindet sich ebenfalls auf fast allen Gewebetypen. Seine Hauptaufgabe ist die 
insulinabhängige Glukoseaufnahme in die Zelle. An diesen Rezeptor bindet aber ebenfalls, 
neben Insulin, vor allem IGF2 und entfaltet eine proliferative Wirkung. Es gibt 2 Isoformen 
des INSR, IR-A und IR-B, welche durch alternatives Splicen entstehen. IR-A kommt in 
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nahezu allen Geweben vor, wohingegen IR-B vor allem in der Leber, aber auch in Muskel, 
Fettgewebe und Nieren, also Geweben und Organen in denen Insulin seine metabolischen 
Effekte vermittelt, exprimiert wird. Der hinsichtlich der IGF Wirkung größere Unterschied 
besteht in der altersabhängigen Expression der beiden Isoformen. Der IR-A findet sich vor 
allem in der fetalen Wachstumsphase, seine Bindungsaffinität zu IGF2 ist höher als die der 
IR-B Isoform [10]. Ebenfalls ist die Bindungsaffinität von IGF2 zum IR-A höher als die von 
IGF1. IGF2 hat über die Bindung an den IR-A Rezeptor kaum metabolische Wirkung, 
sondern vor allem wirkt es positiv auf die Zellproliferation in der fetalen Wachstumsphase. In 
verschiedenen Mausversuchen zeigte sich eine ausgeprägte perinatale Wachstumsretardierung 
bei pränatalem Funktionsverlust des Insr [10]. Weitere Untersuchungen bestätigten, dass in 
der fetalen Wachstumsphase Igf1 weitestgehend über den Igf1r wirkt, Igf2 neben diesem 
Rezeptor auch über den INSR. Ebenso zeigen auch Menschen mit pränatalem 
Funktionsverlust des INSR eine intrauterine Wachstumsverzögerung (Leprechaunismus, 
Rabson-Mendenhall Syndrom) [10, 12]. 
1.3 Die Ätiologie und Pathogenese des Kleinwuchses 
Alle Störungen in wachstumsdeterminierenden Prozessen und Faktoren können Ursache eines 
Minderwuchses sein. Grundsätzlich sind hierbei verschiedene Pathomechanismen zu 
unterscheiden (Tab. 1). Tabelle 1 gibt einen Überblick über die Diversität zugrundeliegender 
Wachstumsstörungen. Sowohl durch ex- als auch intrinsische Faktoren kann das 
Längenwachstum bereits pränatal dauerhaft beeinträchtigt und geschädigt werden.  
Die genetische Zielgröße eines Menschen berechnet sich aus dem Mittelwert der Körpergröße 
beider Eltern + bzw. -6,5cm für Jungen bzw. Mädchen nach Tanner [13]. Weitaus genauere 
und komplexere Berechnungen der Zielgröße sind die von Bayley und die nach Tanner und 
Whitehouse unter Einbeziehung des Knochenalters [14-16]. Andere, weit verbreitete 
Algorithmen berücksichtigen und korrigieren Einflussfaktoren wie säkulare Trends, 
assortative Paarung und Regression zum Populationsmittelwert [17]. 
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Tabelle 1: Ursachen des Minderwuchses 
Ursache Beispiele spezifischer Erkrankungen 
Intrinsische Faktoren [18] 
Konstitutionelle Entwicklungsverzögerung, 
familiärer Minderwuchs, idiopathischer Kleinwuchs 
Chromosomale Anomalien [19] Down-Syndrom, Ullrich-Turner Syndrom 
Pränatale Störungen [20] 
Mangel-, Fehlernährung der Schwangeren, 
Plazentainsuffizienz, toxische Substanzen, 
intrauterine Infektionen, IUGR, Eklampsie 
Organ- und Stoffwechselerkrankungen, 
sekundärer Kleinwuchs [21] 
Herzfehler, Nierenerkrankung, chronische und 
metabolische Erkrankungen, chronisch entzündliche 
Darmerkrankungen 
Skelettdysplasien [22]  
Achondroplasie, Spondylo-epiphysäre Dysplasia 
congenita, Phosphatdiabetes 
Endokrine Erkrankungen [23, 24] 
Wachstumshormonmangel und –resistenz, IGF1-
Mangel und –Resistenz, Hyperkortisolismus 
(Cushing Syndrom), Hypothyreodismus 
Syndromale Erkrankungen [25] 
Silver-Russell-Syndrom, Prader-Willi-Labhart-
Syndrom, Noonan Syndrom  
Psycholsozialer Minderwuchs [26] Psychische/soziale Vernachlässigung 
 
Bereits die pränatale Diagnose von IUGR-Feten bzw. die unmittelbar postnatale Identifikation 
von SGA-Patienten ist wichtig (eine Beschreibung der Begriffe IUGR und SGA erfolgt weiter 
unten im Text), da diese Neugeborenen ein höheres Risiko für eine perinatale Sterblichkeit 
oder im weiteren Leben ein erhöhtes Risiko für persistierenden Kleinwuchs, neurologische 
und intellektuelle Defizite und metabolische Störungen (Insulinresistenz etc.) haben [27]. Bei 
der Bestimmung von Geburtsgröße und -gewicht zur Abschätzung einer intrauterinen 
Wachstumsretardierung ist es wichtig das genaue Gestationsalter zu berücksichtigen, genaue 
Größen- und Gewichtsmessungen durchzuführen und zuletzt diese Daten mit einer geeigneten 
Referenzpopulation zu vergleichen [27]. Darüber hinaus ist die Verfügbarkeit von 
spezifischen Referenzdaten für Geburtslänge und -gewicht, bezogen auf die ethnische 
Herkunft, die geographische Lokalisation und sozio-ökonomische Bedingungen, überaus 
wichtig [28, 29]. 
 Die Bezeichnung „zu klein geboren“ wird in der englischen Fachliteratur unter 
Berücksichtigung des Gestationsalters als „small for gestational age (SGA)“ bezeichnet. 
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Hierunter werden alle Neugeborenen mit einer Geburtslänge oder -gewicht unterhalb der 3. 
Perzentile (in der Literatur findet sich teilweise auch die 5. oder 10. Perzentile) 
zusammengefasst, was in etwa einer Abweichung von <-2 Standardabweichungen (SDS) 
entspricht [28]. Synonym mit der Bezeichnung SGA wird häufig „intrauterine growth 
restriction“ (IUGR) verwendet. IUGR impliziert jedoch einen zugrunde liegenden 
pathologischen Prozess für das fehlende Aufholwachstum und die wiederholte Messung des 
abweichenden pränatalen Wachstums [28]. Schätzungsweise 15% der SGA Patienten erfahren 
kein Aufholwachstum, bleiben somit an oder unterhalb der 3. Perzentilenkurve [6].  
Es gibt vielfältige Gründe, die bereits das intrauterine Wachstum beeinflussen. Die 
embryonale Wachstumsphase ist vor allem gekennzeichnet durch Zellproliferation, 
Differenzierung und Zellorganisation des Embryos [20]. In diesem Stadium, welches bis zum 
60. Tag p.c. dauert, findet vor allem die Organogenese statt. Das fetale Stadium ist 
gekennzeichnet durch kontinuierliches Wachstum und funktionale Reifung verschiedener 
Gewebe und Organe [20]. Es gibt sowohl genetische als auch nicht genetische Faktoren, die 
das intrauterine Wachstum positiv oder negativ beeinflussen. Wie bereits eingangs 
beschrieben trägt zunächst die Körpergröße der Eltern als physiologischer, polygen regulierter 
Faktor wesentlich zur erwarteten Zielgröße der Kinder bei. Verschiedene Mutationen im 
Bereich der somatotropen Achse zählen zu den pathologischen Faktoren, die zu einem 
Minderwuchs beitragen (siehe Abschnitt „1.5 Pathologien der somatotropen Achse“). Andere 
genetische Ursachen, wie beispielsweise die Achondroplasie, eine Skelettdysplasie, deren 
Ursache in Mutationen des FGFR3 Gens liegt [22] und auch chromosomale Aberrationen wie 
bei der Trisomie 21 oder dem Ullrich-Turner Syndrom (45, X) führen zu einem 
pathologischen Kleinwuchs (siehe auch Tabelle 1). Nicht genetische Faktoren, die eine 
ausreichende plazentare Versorgung verhindern, können ebenfalls zu einer SGA Geburt 
führen. Zu einer Plazentainsuffizienz kann es durch Mangelernährung, mütterliche 
Erkrankung wie beispielsweise Präeklampsie oder den Einfluss schädigender Noxen wie 
beispielsweise Alkohol oder Nikotin kommen. Weitere Risikofaktoren sind mehrfache 
Geburten, das Leben in großer Höhe oder eine adoleszente Schwangerschaft.  
Eine weitere Unterteilung in symmetrisches und asymmetrisches Wachstum ist ebenfalls 
bedingt durch die verschiedenen Wachstumsphasen. Symmetrisches Wachstum umschließt 
das gleichmäßige Wachstum von Körperlänge, Körpergewicht und Kopfumfang. 
Asymmetrisches Wachstum liegt bei Unterschieden in diesen Parametern vor. Eine 
mangelnde Versorgung des Feten mit Sauerstoff und Nährstoffen durch eine 
Plazentainsuffizienz im letzten Trimester kann zu einem asymmetrischen Wachstum führen 
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[7, 20]. Zu symmetrischer Wachstumsretardierung kommt es eher in der Frühschwangerschaft 
aufgrund multifaktorieller Genese, wie z.B. durch kongenitale Infektionen, kongenitale 
Syndrome oder toxische Schädigung [20]. 
1.5 Pathologien der somatotropen Achse  
Die somatotrope Achse umfasst Hormone, die eine Schlüsselrolle im somatischen 
Wachstumsprozess spielen. Hierzu gehören das GHRH, das hypophysäre Wachstumshormon 
GH, die hepatischen Hormone IGF1 und 2, deren Bindungsproteine und Rezeptoren.  
Die Ursachen für prä- und postnatale Wachstumsretardierung standen in den letzten 
Jahrzehnten im Interesse der Forschung in deren Folge Störungen auf verschiedenen Ebenen 
der hypothalamisch-hypophysären Achse identifiziert und charakterisiert wurden. Mutationen 
verschiedener Transkriptionsfaktoren (LHX3, LHX4, HESX1, PROP1, POU1F1, GLI2, 
SOX3) wurden gefunden, die zu einer Hypophyseninsuffizienz verbunden mit einem GH 
Mangel führen [30-33]. Die genannten Transkriptionsfaktoren sind regulatorische Proteine in 
der Entwicklung der Hypophyse und notwendig für die Expression der verschiedenen 
Hormone hauptsächlich der Adeno- aber auch der Neurohypophyse. Zu den 
adenohypophysären Hormonen zählen bereits erwähntes GH, zudem TSH, FSH, LH, ACTH, 
MSH und Prolaktin. In der Neurohypophyse werden Oxytocin und ADH sezerniert. In 
Abhängigkeit von der Funktion der oben genannten Transkriptionsfaktoren in der 
Hypohysenorganogenese, sowie dem Expressionsmuster der Hormone führen Mutationen in 
den Transkriptionsfaktorgenen zu einem phänotypisch isolierten oder zu einem kombinierten 
Hypopituitarismus.  
Untersuchungen am Mausmodell haben gezeigt, dass die rezeptorvermittelte Wirkung von 
GHRH für die Entwicklung der somatotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens 
notwendig ist. Mutationen des GHRHR führen zu einem isolierten GH Mangel und 
Kleinwuchs [34]. Das GHRH Gen ist bis zum jetzigen Zeitpunkt das einzige Gen der 
somatotropen Achse für welches noch keine Mutationen beschrieben wurden. 
 Der isolierte Wachstumshormonmangel ist der häufigste Hypophysenhormonmangel 
(IGHD) und kann angeboren oder erworben sein [34]. Es werden hierbei vier genetisch 
bedingte Formen unterschieden: Typ IA (GH1) und IB (GHI und GHRHR) werden autosomal 
rezessiv vererbt. Typ II, autosomal dominant vererbt (GHI), ist die am häufigsten 
nachweisbare genetische Form des IGHD. Typ III wird X chromosomal rezessiv vererbt 
(SOX3) [34]. Sind mehrere hypophysäre Achsen in ihrer Hormonregulation betroffen 
(multiple pituitary hormone deficiency, MPHD) können Mutationen in verschiedenen Genen 
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unter anderem dem LHX3, LHX4, PROP1, POU1F1 vorliegen [35]. Diese Mutationen 
betreffen das somatotrope Wachstum und äußern sich phänotypisch durch extremen 
Minderwuchs.  Entsprechend der Expressionsgewebe liegen bei LHX3 und LHX4 auch 
extrahypophysäre Störungen vor.  
Biologische Effekte des Wachstumshormons können nur im Zusammenspiel mit einem 
funktionsfähigen Rezeptor und einer intakten intrazellulären Signalkaskade wirken [2]. 
Mutationen oder Deletionen im Wachstumshormonrezeptor (GHR) führen zu einer GH 
Insensitivität (Laron Syndrom) mit extremem Kleinwuchs [2, 36]. Patienten mit homozygoten 
Mutationen im STAT5B Gen, welches eine wichtige Rolle in der GH Kaskade und der IGF1 
Expression spielt, zeigen häufig eine Hyperprolaktinämie und teilweise eine erhebliche 
Immundefizienz [2, 37-39]. In bisherigen Untersuchungen zeigt sich, dass Mutationen im ALS 
Gen (acid labile subunit) keinen Einfluss auf das fetale Wachstum haben [3, 40].  
Die fetale Expression von IGF1 ist, wie in Absatz 1.2 ausführlich beschrieben, über einen 
weiten Zeitraum unabhängig von der hypophysären GH Sekretion. Homozygote Mutationen 
im IGF1 Gen (Deletion [41], missense mutation [42]) führen zu intrauteriner und postnataler 
Wachstumsretardierung (bis zu -8,5 SDS [42]), kombiniert mit weiteren phänotypischen 
Stigmata wie Mikrozepahlie, mentaler Retardierung und Taubheit. Träger heterozygoter IGF1 
Mutationen zeigen eine geringere Wachstumsretardierung mit einer Endgröße von -4,8 SDS 
[42]. Patienten mit einer GH Resistenz aufgrund einer GHR Mutation zeigen im Durchschnitt 
Wachstumsretardierungen von -5,3 bis -12 SDS [36, 42-44]. Primärer und sekundärer IGF1 
Mangel haben somit einen ähnlichen Einfluss auf das postnatale Wachstum.   
Die Struktur und Pathologie des IGF1R werden aufgrund der besseren Übersicht gesondert 
im folgenden Abschnitt besprochen. 
1.6 Der Insulin-like growth factor 1 Rezeptor 
Der IGF1R gehört zu einer Unterfamilie der transmembranären Tyrosinkinaserezeptoren 
gemeinsam mit dem Insulinrezeptor (INSR) und dem insulin receptor-related receptor (IRR). 
In den 1980er Jahren wurden Struktur und Organisation insbesondere des IGF1R und des 
INSR, durch Klonierung und Sequenzierung ihrer DNA entschlüsselt [45]. 1995 erfolgte 
durch Werner et al. eine weitere molekularbiologische Charakterisierung des IGF1 Rezeptors 
[46]. Diese Arbeit belegte die wichtige Rolle des Rezeptors als Mediator der biologischen 
Effekte von IGF1 und IGF2 im Hinblick auf Wachstum und Zelldifferenzierung. Der IGF1R 
wird von nahezu allen Geweben exprimiert. Zu den expressionsregulatorischen Faktoren 
zählen sowohl physiologische als auch pathologische Einflüsse von Wachstumshormonen 
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(Insulin, IGF) und Steroiden, der Ernährungs- und Entwicklungszustand sowie Wachstums- 
und metabolische Störungen (Diabetes) [46].  
Der IGF1R besteht aus 21 Exons, lokalisiert auf Chromosom 15q26.3 und besitzt  
hinsichtlich seiner Aminosäuresequenz eine über 50%ige strukturelle Ähnlichkeit mit dem 
INSR [47]. Beide Rezeptoren bestehen aus zwei α- und zwei β- Untereinheiten, die 
verbunden über Disulfidbrücken einen heterotetrameren Rezeptor bilden (Abb.1) [47].  
Die Synthese des IGF1R verläuft wie folgt: Der IGF1R entsteht aus einem 1367 
Aminosäuren (AS) umfassenden Präprorezeptor, dessen 30 AS langes Signalpeptid im 
endoplasmatischen Retikulum abgespalten wird. Nach Faltung, Dimerisierung und 
Glykosylierung wird der Prorezeptor in den Golgi Apparat transportiert und an AS-Position 
708-711 durch eine Furinprotease in seine α- (AS 1-707) und β-Untereinheiten (AS 712-
1337) gespalten (Nummerierung nach Adams ohne Signalpeptid) [48]. Durch diese Schritte 
entsteht am Ende der Translation und posttranslationalen Modifikation der reife α2β2-
Rezeptor [49]. Die α-Untereinheiten bilden gemeinsam mit jeweils 195 AS der β-Untereinheit 
den extrazellulären Teil des Rezeptors. Der größte Teil der β- Untereinheiten liegt 
intrazellulär [48].  
Die α-Untereinheiten enthalten zwei Domänen, L1 und L2 (AS 1–158 und 309–469), die 
durch eine Cystein-reiche Region (CR) getrennt werden. Darauf folgen 3 Fibronektin Typ 3 
Einheiten (FnIII) von denen die mittlere FnIII Einheit durch eine Insertionsdomäne, welche 
das COOH-Ende der α-Untereinheit und den NH2-Terminus der β-Untereinheit beinhaltet,  
getrennt wird [45]. Der intrazellulär gelegene Teil der β-Untereinheit beinhaltet die Tyrosin-
kinase (AS 980-1255), zwischen transmembranärer und juxtamembranärer Domäne auf der 




Abbildung 1: Schematische Darstellung des IGF1R. Gezeigt ist eine schematische Darstellung des IGF1R mit 
Aufteilung in die verschieden Domänen, die sich sowohl im extra- als auch intrazellulären Bereich befinden. Sig. 
= Signalpeptid, L1/L2 = Ligandenbindende Domäne 1 bzw. 2, Cys = Cysteinreiche Domäne, FnIII = Fibronectin 
Domäne, TM = transmembranäre Domäne, JM = juxtamembranäre Domäne, Tyr kinase = Tyrosinkinase, C-Ter 
= Carboxyterminales Ende, gelbe Kreise = Disulfidbrücken,  doppelte blau gepunktete Linie = Plasmamembran. 
 
Die Bindung von IGF1 wird durch spezifische Aminosäuren der L1 Region, der CR Region 
und des Carboxy-Endes der α-Untereinheit gesteuert [45]. Unter anderem mittels Alanin-
Mutagenese wurden entscheidende Aminosäuren detektiert, welche an der Bindung des 
Hormones an den IGF1R beteiligt sind. Zehn dieser Aminosäuren liegen in der L1 Domäne, 
vier in der CR Domäne und acht im C-Terminus der α-Untereinheit [45]. Ausführlich 
beschrieben wurde die zugrundeliegende Struktur von Whittaker et al. [50]. Die Aminosäuren 
in der L1 und der CR Domäne sind als diskontinuierliche Epitope organisiert. Das erste 
Epitop liegt im N-Terminus der α-Untereinheit und umfasst die Aminosäuren Asp8, Asn11, 
Tyr28, His30, Leu56, Phe58, Arg59 und Phe90. Diese Aminosäuren liegen in einer β-
Faltblattstruktur und bilden die funktionelle Basis der Domäne. Das zweite Epitop wird 
gebildet von den Aminosäuren Arg240, Phe241, Glu242, Phe251 der CR-Region und Trp79, ein 
L1-Rest, der in einer Ausbuchtung der vierten Schleife der β-Faltblattstruktur liegt. Das dritte 
Element der Bindungstasche wird gebildet von Aminosäuren der carboxyterminalen Seite der 
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α-Untereinheit. Hierzu gehören Phe692, Glu693, Asn694, Leu696, His697, Asn698, Ileu700 und 
Phe701 [45, 50].  
Bei Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) wie dem IGF1R wird die Autophosphorylierung durch 
Hormonbindung an die extrazelluläre, ligandenbindende Domäne des Rezeptors initiiert. 
Durch Bindung des IGF erfolgt eine Konformationsänderung des Rezeptors aus der 
autoinhibitorischen in die aktivierte Konformation. Im basalen Zustand des Rezeptors ist 
Tyr1135 an die aktive Seite der Aktivierungsschleife (A-Loop) der ß-Untereinheit gebunden, 
was eine Phosphorylierung des Rezeptors verhindert [51-55]. Die Ligandenbindung führt zu 
einer starken Destabilisierung des inaktiven Status und stabilisiert die aktive A-Schleife und 
somit die katalytische Aktivität der Tyrosinkinase [56]. Es kommt zu einer 
Transphosphorylierung der beiden Hemirezeptoren, zunächst mit Phosphorylierung des 
Tyrosinrests 1135, gefolgt von Tyr1131 und Tyr1136. Die Phosphorylierung der Tyrosine und 
damit die Aktivierung der intrinsischen Kinase führt zu einer Bindung und Phosphorylierung 
von spezifischen Signaltransduktionsproteinen und letztendlich zur Stimulation der 
Hauptsignalknoten PKB/AKT und MAPK/ERK.  
Diese beiden genannten Proteinkinasen zählen zu den Serin/Threoninkinasen und 
regulieren unter anderem die Transkription verschiedener Zielgene im Zellkern. Hierdurch 
haben sie zentralen Einfluss auf verschiedene zelluläre Prozesse, wie z.B. Zellwachstum, 
Proliferation und Differenzierung. 
Der IGF1R ist sowohl in der fetalen, wie auch der postnatalen Periode unerlässlich für die 
Transduktion der wachstumsfördernden Eigenschaften seiner Liganden. Transgene Igf1r(-/-) 
Mausmodelle von Baker et al. zeigten eine erhebliche fetale Wachstumsretardierung (um 45% 
vermindertes Geburtsgewicht im Vergleich zu den Wildtypen) [57]. Muskuläre Hypoplasie 
führte zum perinatalen Tod aufgrund respiratorischen Versagens. Homozygote Mutationen des 
Rezeptors, die einen vollständigen Funktionsverlust nach sich ziehen, wären demnach mit 
dem menschlichen Leben nicht vereinbar. Ein partieller oder heterozygoter Rezeptor 
knockout führte in Mausmodellen zu einer milden Wachstumsretardierung [58]. 
Hybridrezeptoren (IGF1R/INSR) scheinen entsprechend dem Mausmodell keine 
vordergründige Rolle in der embryonalen Wachstumsphase zu spielen [59, 60] 
Dem IGF1R wird durch seine antiapoptotische Wirkung und proliferationsfördernden 
Eigenschaften ein nicht unerheblicher Anteil bei der Entstehung von Tumoren zugeschrieben 
[61]. Daher wird der IGF1R bereits in vielen Studien als mögliches Therapieziel 
verschiedener Chemotherapeutika diskutiert [62]. Obwohl selbst kein klassisches Onkogen 
wirkt der aktivierte IGF1R auf zelltransformatorische Prozesse ein, die durch Virusproteine 
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und Onkogene induziert werden [61]. Studien haben ergeben, dass IGF einen starken 
mitogenen und antiapoptotischen Einfluss auf Tumorzellen hat [61]. Es wirkt ebenfalls 
synergistisch mit anderen Wachstumsfaktoren und Steroiden und antagonisiert darüber hinaus 
den Effekt antiproliferativer Substanzen [61].   
1.7 IGF1R Mutationen 
Bis heute sind mehr als 20 publizierte IGF1R Mutationen, darunter zwei compound 
heterozygote und zwei homozygote, bekannt [5, 63-82]. Die erste heterozygote IGF1R 
Mutation wurde 2003 von Abuzzahab et al. beschrieben [5]. In zwei untersuchten Kohorten 
von insgesamt 92 Patienten mit ungeklärter, intrauteriner Wachstumsretardierung fanden sich 
zwei Patienten mit heterozygoter und compound heterozygoter IGF1R Mutation. Beide 
Patienten waren stark wachstumsretardiert und zeigten zum Teil neuropsychologische und 
morphologische Auffälligkeiten, wie z.B. verbreiterter Nasenrücken, langes und schmales 
Philtrum, fliehender Haaransatz und Klinodaktylie. Diese Arbeit deckte erstmals eine direkte 
Kausalität zwischen Kleinwüchsigkeit und der zugrunde liegenden IGF1R Mutation auf, 
welche in früheren Veröffentlichungen einen eher hypothetischen Stellenwert hatte.  
IGF1R Mutationen führten in allen beschriebenen Fällen zu IGF1 Resistenz bei zum Teil 
erhöhten IGF1- und IGFBP3-Werten [49].  Stimulierte und basale GH-Konzentrationen waren 
weitaus in der Norm [49]. Die IGF1 Resistenz führt zu einer herabgesetzten Hormonwirkung 
auf zellulärer Ebene und somit zu einem Wachstumsmangel. In den meisten Publikationen 
wurden Ergebnisse von molekularbiologischen in vitro Versuchen präsentiert, die 
überwiegend eine herabgesetzte Autophosphorylierung des Rezeptors, begleitet von einer 
Abschwächung mindestens einer weiterführenden Signalkaskade demonstrierten [49]. 
Genotyp-Phänotyp-Korrelationen fielen teils inhomogen aus, wie die compound heterozygote 
Mutation, veröffentlicht von Fang et al., eines Geschwisterpaares zeigte [65]. Beide Kinder, 
Träger der E212K/E234K Mutationen, zeigten eine unterschiedliche phänotypische 
Ausprägung insbesondere in Bezug auf Komorbiditäten. In diesem Fall entwickelte ein 
Patient einen symptomatischen Diabetes mellitus mit primärer Insulindefizienz, wohingegen 
seine jüngere Schwester nach chemotherapeutischer Behandlung eines Burkitt Lymphoms 
einen steroidinduzierten Diabetes (negativer Antikörpernachweis) entwickelte. Gemeinsam 
waren allen beschrieben IGF1R Mutationen jedoch die nicht-syndromale, proportionierte, 
intrauterine und postnatale Wachstumsretardierung, Mikrozephalie sowie leichte bis 
mittelgradige faziale Dysmorphien. Seltene Komorbiditäten waren leichtgradige motorische 
und geistige Retardierung, Hörminderung, kongenitale Herzfehler und Störungen des 
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Glukosestoffwechsels.  
Die erste veröffentlichte Beschreibung einer humanen homozygoten IGF1R Mutation 
erfolgte Ende 2012 durch eine libanesische Forschergruppe in Kooperation mit dem 
pädiatrischen Forschungslabor von Prof. Pfäffle an der Universitätskinderklinik Leipzig. 
Hierbei handelt es sich um eine hypomorphe IGF1R Mutation im hoch konservierten Anteil 
der ligandenbindenden Domäne L1 [67]. Ähnlich den bisher beschriebenen compound 
heterozygoten Mutationen [5, 63, 65] imponierte die Patientin mit einer starken prä- und 
postnatalen Wachstumsretardierung (< -4.5 SDS) und weiteren für IGF1R Mutationen 
typischen morphologischen Auffälligkeiten, sowie einer leichten mentalen Retardierung [67]. 
Hinzu kommen endokrinologische Auffälligkeiten bei dieser Patientin. Sie zeigte Symptome 
einer Insulinresistenz in Form eines erhöhten Nüchtern- und postprandialen Insulinspiegels, 
wie auch Acanthosis nigricans.  
Aus den zuvor beschriebenen Mausmodellen und den wenigen biallelen humanen 
Mutationsträgern kann man ableiten, dass in vivo, allenfalls ein homozygoter Anlageträger 
mit einer hypomorphen IGF1R Mutation, die eine Restaktivität des Rezeptors aufweist, 
lebensfähig ist.  
Die hier zu untersuchende IGF1R Mutation p.E56D ist demnach die dritte identifizierte 
humane homzygote Mutation. 
 
2 Fragestellung 
Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. R. Pfäffle beschäftigt sich seit langer Zeit mit der genetischen 
Analyse bei Hypophysenerkrankungen und Hormondefizienz. Seit der ersten Veröffentlichung 
im Jahre 2003 in Zusammenarbeit mit der Universität Cincinatti [5] liegt das Augenmerk 
unter anderem auf der Erforschung von Mutationen im IGF1R Gen. In den bisher 
veröffentlichten Studien (Zitierung s. 1.6) wurden Mutationen im IGF1R Gen bei pränatal 
wachstumsretardierten Kindern, sogenannten SGA-Patienten, gefunden.  
Mit Veröffentlichung der ersten Studie von Abuzzahab im Jahr 2003 [5] stieg das 
Forschungsinteresse im Bereich von IGF1 und IGF1R Mutationen. Auffällige SGA-Patienten, 
welche die Einschlusskriterien (Geburtsgröße und/oder -gewicht <2.0 SDS, Körpergröße mit 
3 Jahren oder älter <-2.0 SDS, IGF1 Spiegel >-0.5 SDS) erfüllten, wurden auf IGF1R 
Mutationen sequenziert und gegebenenfalls weiterführend molekularbiologisch untersucht.  
Anlass zu vorliegender Studie gab eine Anfrage des Dr. von Haunerschen Kinderspitals 
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München, die serologische Proben zur genetischen Charakterisierung einer bei ihnen 
behandelten Patientin einreichten. Diese Patientin wurde in der 41. SSW spontan und 
komplikationslos entbunden mit einer Körpergröße von 44cm (-3.16 SDS) und einem 
Geburtsgewicht von 2210g (-2.35 SDS). Sie erfüllte hiermit die Einschlusskriterien für eine 
genauere molekularbiologische Untersuchung bei SGA. Im Alter von 2 Jahren lag die 
Wachstumskurve weiterhin unterhalb der 2. Perzentile (Körpergröße 76.5cm (-3.64 SDS), 
Körpergewicht 8.25kg (-3.44 SDS)). 
Zunächst wirft diese Untersuchung die Frage nach Ursache und Wirkung der 
identifizierten Mutation auf. Grundlegend stellten wir dieser Arbeit die Hypothese voraus, 
dass die homozygote IGF1R Mutation ausschlaggebend für die intrauterine 
Wachstumsretardierung und das Ausbleiben des Aufholwachstums ist. Das größte Interesse an 
der Erforschung dieser Mutation war der homozygote Trägerstatus, der zu Beginn dieser 
Arbeit 2008 noch einzigartig in der bisherigen Literatur war. Da bisherige Studien an 
mutagenen knockout Mäusen nahelegten, dass der homozygote Genotyp zu einem 
vermeintlich letalen Ausgang führt, war das Interesse groß, eine genaue Charakterisierung der 
biochemischen Eigenschaften der Mutation durchzuführen. Zudem stellte sich hier die Frage 
nach der Phänotyp-Genotyp Korrelation. Es galt zu prüfen, ob es sich bei der IGF1R Variante 
um ein verändertes quantitatives Ausprägungsmerkmal und nicht um eine loss-of function 
Mutation handelt. Inwieweit lassen sich also die biochemischen Effekte dieser Mutation in 
den klinischen Kontext der Patientin und das bisherige Wissen über IGF1R Defizienz setzen?  
 
3 Material und Methoden 
3.1 Patientin 
In der vorliegenden Arbeit wurden DNA Proben der Indexpatientin, ihrer Familienmitglieder 
(Vater und Mutter, ältere und jüngere Schwester) und 1100 Individuen einer sorbischen 
Kohorte, die als Kontrollgruppe diente, untersucht. Die Sorben bilden eine ostdeutsche 
ethnische Minderheit. Es wurden nur moderate genetische Unterschiede in Vergleich zu 
anderen deutschen Populationen gezeigt (Daten basierend auf den KORA Studien), wodurch 
sich diese Kohorte als geeignete Referenz auszeichnet [1].  
Die Einverständniserklärung der Eltern zu den molekulargenetischen Analysen wie auch 
zur Hautbiopsie der Indexpatientin, sowie die Zustimmung der Ethikkomitees aller 
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teilhabenden Institutionen, entsprechend der Deklaration von Helsinki, erfolgte vor Beginn 
der Arbeit.  
Die klinische Untersuchung und Aufarbeitung der erhobenen Befunde der Indexpatientin 
und ihrer Angehörigen erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Prof. Susanne Bechtold-Dalla 
Pozza am Dr. von Haunerschen Kinderspital München, an dem sich die Patientin in 
Behandlung befindet. Die Mutation wurde im Rahmen des Routinescreenings IGF1-
resistenter Patienten am Forschungslabor der Universitätsklinik und Poliklinik für Kinder- 
und Jugendmedizin Leipzig in der Arbeitsgruppe von Prof. Roland Pfäffle identifiziert. 
Anthropometrische Daten wurden auf Basis deutscher Referenzpopulationen berechnet, mit 
Ausnahme der z-Scores für die Größe der in Afghanistan geborenen und aufgewachsenen 
Erwachsenen, für die afghanische Referenzen Anwendung fanden (84, 85, 92). Die 
laborbiochemischen Daten wurden vom endokrinologischen Labor des Klinikums der 
Ludwig-Maximilians-Universität München erhoben und mit laborspezifischen Referenzdaten 
verglichen. 
3.2 Molekulargenetik 
Dideoxy-Sequenzierung. Sequenzierreaktionen wurden unter Verwendung des BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kits (Thermo Fisher Scientific, Rockford, Illinois) basierend 
auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger durchgeführt. 
Mutationsidentifizierung. Für die Genotypisierung wurde genomische DNA aus EDTA-
Blut extrahiert und alle kodierenden Exons des IGF1R mittels PCR amplifiziert. Die 
resultierenden PCR Produkte wurden in einem denaturierenden HPLC (WAVE, 
Transgenomic, Omaha, Nebraska) Screening auf das Auftreten beliebiger 
Sequenzauffälligkeiten im Vergleich zu Wildtyp-DNA untersucht. PCR-Produkte mit 
auffälligem Chromatogramm wurden mit standardisierter Dideoxy-DNA Sequenzierung 
analysiert. Zum Ausschluss einer partiellen Hemizygotie wurde eine MLPA Analyse 
(multiplex ligation-dependent probe amplification; MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande) 
entsprechend den Herstellerempfehlungen durchgeführt.  
Quantitative Echtzeit PCR. Die Genotypisierung des IGF1R unter Einschluss der 
Mutationsregion wurde als Endpunktbestimmung mittels quantitativer Echtzeit PCR in einer 
sorbischen Kontrollgruppe durchgeführt (qPCR; ABI PRISM 7700 Sequence Detection 




Restriktionsverdau. Doppelsträngige DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen 
(„Restiktionsenzymen“) verdaut, um die erhaltenen Fragmente in Klonierungen einzusetzen 
und/oder um die Richtigkeit von DNA-Fragmenten anhand der zu erwartenden 
Verdauprodukte abzuschätzen. Verwendet wurden Restriktionsenzyme der Firmen New 
England Biolabs (NEB, Ipswich, Massachusetts) und Fermentas (Waltham, Massachusetts). 
Sofern nichts anderes vermerkt, wurden die Verdaus in 20µl Ansätzen unter Verwendung der 
vom Hersteller für ein spezifisches Restriktionsenzym empfohlenen Puffer durchgeführt. Bei 
Verdaus mit zwei Enzymen in einem Ansatz (Doppelverdau) kam der Puffer, der die höchste 
Effizienz für beide Enzyme aufweist, zum Einsatz. Die Reaktionsbedingungen wurden 
generell entsprechend den Herstellerempfehlungen gewählt, verdaut wurde in der Regel über 
Nacht, mindestens aber für 4 Stunden. Die Reaktion wurde nur abgestoppt (zumeist 80°C, 
20min), wenn Nachfolgeprotokolle, z.B. Ligationen, dies erforderten. 
Agarose-Gelelektrophorese. Die Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von  DNA 
entsprechend ihrer Größe. Zudem ermöglicht sie eine DNA Extraktion zur Durchführung 
weiterer Versuche (präparative Gelelektrophorese). Die verdauten DNA-Fragmente wurden in 
einem Bromphenolblau-Gelladepuffer auf ein Agarosegel (zumeist 1%) aufgetragen, bei 
konstanter Spannung aufgetrennt und anschließend mittels interkalierendem Farbstoff (0,1–
0,5µg/ml Ethidiumbromid oder 1x GelStar; Lonza, Köln, Deutschland) unter UV-Licht 
visualisiert. Die Abschätzung oder Berechnung der Fragmentlängen erfolgte mittels 100bp 
oder 1kbp-Leiter (NEB).  
Dephosphorylierung. Eine Dephosphorylierung wurde, wenn notwendig, entsprechend der 
Herstellerangaben von Fermentas, mit calf intestinal phosphatse (CIP) durchgeführt, um eine 
Selbst-Ligation der freien Enden verdauter Plasmide zu vermeiden. 
Aufreinigung kleiner DNA Fragmente. Wenn keine Abtrennung von ungewünschten DNA 
Fragmenten oder in Folgereaktionen störenden Reaktionsbestandteilen erforderlich war, 
wurde eine Ethanolfällung zur Extraktion der DNA aus einer wässrigen Lösung durchgeführt. 
Zur Aufreinigung von PCR Produkten von überschüssigem Puffer, PCR Primern und nicht 
eingebauten Nukleotiden fand der QIAquick PCR Purification Kit Anwendung. DNA 
Fragmente nach Restriktionsverdaus wurden von ungewünschter DNA im Agarosegel 
entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt, ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel 
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Extraction Kit entsprechend den Herstellerangaben gereinigt (alle Kits von Qiagen, Venlo, 
Niederlande).  
Ligation. Hierbei wurden die zuvor mittels Restriktionsenzymen verdauten DNA 
Fragmente und linearisierten Vektoren zu einem ringförmigen Plasmid durch eine Ligase, in 
diesem Fall T4 DNA Ligase von NEB, verbunden. Die Ligation erfolgte entsprechend den 
Herstellerempfehlungen. Inkubiert wurde für 60min bei Raumtemperatur. 
Transformation. Hierbei wurde Plasmid DNA zur Amplifikation in chemisch kompetente 
Bakterienzellen eingebracht. Es wurden DH5-alpha kompetente E.coli Zellen von NEB 
verwendet und laut Herstellerprotokoll verfahren. Hierzu wurden 5µl Plasmid DNA pro 
Transformation verwendet. Anstelle des empfohlenen SOC Mediums wurde LB Medium 
(Gibco, Thermo Scientic, Massachusetts) während der einstündigen Erholungsphase nach 
einem 30 Sekunden Hitzeschock bei 42°C verwendet und 200µl der Bakteriensuspension auf 
Ampizillin-LB-Agarplatten ausplattiert. Erfolgreich transformierte Bakterien entwickelten 
nach 24h Kolonien aufgrund der vom Plasmid exprimierten Antibiotikaresistenz. Zusätzlich 
diente der Standardvektor pUC18 als Transformationskontrolle.  
Plasmidpräparation. Nach erfolgreicher Transformation wurde die Plasmid DNA aus den 
Zellen extrahiert und konserviert. Hierzu wurden bei geringem Plasmidbedarf 
(Minipräparation) der E.Z.N.A. Plasmid Mini-Kit (PeqLab Biotechnologie GmbH, 
Deutschland) bzw. bei größerem Bedarf (Midipräparation) der Plasmid DNA Purification Kit 
(Macherey-Nagel, Deutschland) verwendet. Für die benötigte Vorkultur wurden 5ml bzw. 
100ml LB Medium mit Ampizillin versetzt und entsprechende, nach der Transformation 
gewachsene Kolonien von den Agarplatten gepickt. 
3.3.2 Plasmide, Klonierungen und ortsgerichtete Mutagenese 
Um die Mutation rekombinant in Säugerzellen auf molekularbiologischer Ebene untersuchen 
zu können, wurde zunächst ein Plasmid [pBSK+IGF1R(E56D)], das die IGF1R(E56D) 
Mutation trägt, mittels ortsgerichteter Mutagenese hergestellt. Der Nukleotidaustausch von 
Guanin zu Thymin an Position 168 des offenen Leserahmens erfolgte mithilfe des 
QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, La Jolla, Californien). Die 
IGF1R(WT) cDNA wurde freundlicherweise von Dr. R. Furlanetto (Medical University of 
South Carolina, SC) zur Verfügung gestellt. Prinzip dieser Mutagenese ist die Nutzung 
mutationstragender Primer, die während einer PCR-ähnlichen Amplifikationsrunde die 
denaturierten DNA Stränge binden und mittels Pfu Polymerase verlängert werden. Die für 
 19 
diese Mutagenese verwendeten Primer waren:  
IGF1R(mut)-F: 5’-agaactgcacggtgatcgatggctacctcc-3’ und  
IGF1R(mut)-R 5’-ggaggtagccatcgatcaccgtgcagttct-3’.  
Anschließend erfolgte der Verdau der methylierten Wildtyp-DNA Stränge mit der 
Restriktionsendonuklease (DpnI), welche an der Zielsequenz 5´-GmATC-3´ bindet (in der ‚m‘ 
für methyliert steht). Nach Transformation des mutierten Plasmids in DH5-alpha erfolgte die 
Umklonierung der mutationstragenden Sequenzkassette in den eukaryontischen 
Expressionsvektor, pcDNA3-IGF1R(WT). Es wurde ein Doppelverdau der zuvor generierten 
Plasmide pBSK+IGF1R(E56D) und pcDNA3-IGF1R(WT) mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und Bsp1407I (Fermentas) durchgeführt. Der pcDNA3-IGF1R(WT) Ansatz wurde 
dephosphoryliert und dieses Plasmidfragment mit der IGF1R(E56D) Sequenzkassette aus 
pBSK+IGF1R(E56D) nach Gelelektrophorese und Gelextraktion mittels T4 DNA Ligase 
(Fermentas) ligiert. Abschließend erfolgte die Transformation des neu entstandenen Plasmids 
pcDNA3-IGF1R(E56D) in DH5α E.coli Zellen, gefolgt von einer Kontrollsequenzierung auf 
Korrektheit des Plasmids und Midipräparation. 
3.4 Zellkultur 
Ziel der zuvor beschriebenen Vorarbeiten war es, durch ortsgerichtete Mutagenese den in der 
Patientin identifizierten IGF1R(E56D) als rekombinantes Plasmid herzustellen, um die 
Eigenschaften des mutierten Rezeptors auf molekularbiologischer Ebene im Säugerzellen-
Überexpressionsmodell zu untersuchen. Um dies zu erreichen, war der nächste Schritt die 
transiente Transfektion des pcDNA3-IGF1R(E56D)-Plasmids in R(-) Zellen (Igf1r defiziente 
Mausfibroblasten) und COS-7 Zellen (Affennierenzellen, s. Tab. 2). Der Igf1r knockout 
wurde in Mäusen durch homologe Rekombination erzielt, aus denen embryonale Fibroblasten 
isoliert und immortalisiert worden waren [4]. 
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Tabelle 2. Untersuchte Zelllinien und Primärzellen 
Zelllinie Ursprung 
COS-7 Nierenfibroblasten grüner Meereskatzen (Chlorocebus), 
immortalisiert mittels replikations-defektem SV40 
R(-) Igf1r defiziente Mausfibroblasten 
primäre Fibroblasten Indexpatientin; Hautbiopsie des Unterarms 
Kontrollfibroblasten; K1: Hautbiopsie eines gesunden 
Mädchens, keine weiteren Angaben verfügbar (ATCC, 
LGC Standards, Wesel, Deutschland); K2: Vorhaut-
Fibroblasten eines gesunden 6,7 Jahre alten Jungen 
 
Die R(-) Zellen wurden als Modell ausgewählt, da sie keinen endogenen IGF1R besitzen und 
somit ausschließlich die molekularen Effekte der transfizierten und exprimierten cDNAs (d.h. 
IGF1R(E56D) bzw. IGF1R(WT)) ohne „Maskierung“ der Ergebnisse durch endogen 
exprimierten Igf1r sichtbar werden. Ein weiterer Vorteil liegt in der Tatsache, dass 
vergleichende Untersuchungen von Wildtyp-Molekül versus mutiertes Molekül vor einem 
identischen genetischen Hintergrund durchgeführt werden können. Eine solche isogene 
Versuchsanordnung ist bei Verwendung von Patientenmaterial (z.B. Fibroblasten) und 
entsprechenden Kontrollzellen, selbst bei gewissenhafter Auswahl z.B. hinsichtlich 
Geschlecht und Alter der Spender, nur schwerlich zu erreichen. Die Vorteile der 
Untersuchungen von primären Hautfibroblasten (dem am leichtesten zugänglichen Gewebe 
mit hohem Zellteilungspotential [Hayflick Limit]) liegen hingegen in der Möglichkeit, das 
Verhalten der Mutation unter nativen Bedingungen zu analysieren, ohne den potentiell 
ergebnisverfälschenden Einfluss unterschiedlicher Transfektionseffizienzen, sowie toxischer 
oder anderer transfektionsbedingter Effekte. Des Weiteren unterliegt die Expressionskontrolle 
des interessierenden Gens bei Primärzellen endogenen Faktoren und ist nicht wie bei 
transfizierten Plasmiden durch artifizielle, zumeist massiv überexprimierende Promotoren 
reguliert.  
Alle Zelllinien wurden nach dem Ausfrieren in T175er Flaschen (Sarstedt AG&Co, 
Nümbercht, Deutschland) ausgesät und in 20-25ml Normalmedium [Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM High Glucose, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien) mit 10% fetalem 
Kälberserum (PAA, Pasching, Österreich) und 1% Glutamin (PAA, Pasching, Österreich)] bei 
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37°C in einer feuchten Atmosphäre unter 5% CO2 bis zu einer 70-80%igen Konfluenz 
kultiviert. Bei dieser Zelldichte wurden sie entweder auf mehrere Kulturgefäße aufgeteilt oder 
zu in vitro Versuchen in 6-well Platten (Sarstedt AG&Co, Nümbercht, Deutschland oder 
Greiner Bio-One International AG Kremsmünster, Österreich) ausgesät.  
Für Stimulationsexperimente wurden transfizierte COS-7 oder R(-) Zellen oder 
untransfizierte primäre Fibroblasten in serumfreiem Medium gewaschen und in serumfreiem 
Medium mit 0,2% BSA für 12-16 Stunden inkubiert, nach einem nochmaligen Waschschritt 
für 15 min (wo nicht anders vermerkt) mit 0 bis 20nM IGF1 im gleichen Medium stimuliert 
und anschließend sofort geerntet. 
3.4.1 Transiente Transfektion 
Vor Aussaat der R(-) Zellen wurden die 6-well Platten mit 0,1%iger Gelatine beschichtet.  Am 
1. Tag wurden 105 Zellen ausgesät und mit 2ml Normalmedium kultiviert. Am folgenden Tag, 
bei Erreichen der Subkonfluenz, wurden die Zellen mit 1,0µg Mutanten- oder Wildtypplasmid 
oder insertfreien Vektor transfiziert. Der Vektor diente als Negativkontrolle. Dazu wurde das 
Normalmedium gegen das Transfektionsmedium OptiMem (Invitrogen) ausgetauscht und 
danach ein Lipofectamine 2000/DNA-Mix (Invitrogen) zur lipid-basierenden Transfektion 
laut Herstellerprotokoll genutzt. Nach 4-6h Inkubationszeit konnte zum Normalmedium 
gewechselt werden.  
3.4.2 Immunoblotting 
Die IGF1-vermittelte Autophosphorylierung des IGF1R und die intrazelluläre 
Phosphorylierung des Signaltransduktionsproteins AKT sowie die Proteinexpressionslevel 
dieser Proteine wurden mittels Immunoblotting gemessen. Nach IGF1 Inkubation wurden die 
Zellen gewaschen und in 4°C kaltem PBS abgeschabt. Anschließend wurden die Proben 
zentrifugiert (5min, 500g, 4°C) und in modifiziertem RIPA (radio immunoprecipitation assay) 
Puffer lysiert (s. Tabelle 3). Danach wurden die Proben erneut zentrifugiert (12.000g, 20min, 
4°C), die Überstände abgenommen und ihre Proteinkonzentration mit dem BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Gleiche Proteinmengen der Proben wurden 
mit RIPA Puffer eingestellt, mit Laemmli Puffer (200 mM Tris HCl, 40% Glycerol, 8% SDS, 
8% 2-Mercaptoethanol, 0,3% Bromphenol Blau, pH 6,8) versetzt und mittels SDS 
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt.  
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Tabelle 3. Zusammensetzung des RIPA Puffers 
Substanz Endkonzentration 











Natrium-Vanadat  1mM 
Natrium-Fluorid (NaF) 1mM 
 
Die Proben durchliefen das Sammelgel mit einer Spannung von 90-100V, im Trenngel wurde 
auf 130V erhöht. Das Trenngel wurde anschließend zusammen mit einer 
Nitrocellulosemembran und Filterpapier zu einem Sandwich geschichtet und in einen 
Semidry Blotter (Biorad) unter Zugabe des Transferpuffers (4,55g/l Tris base und 21,62g/l 
Glycin) überführt. Die Proteine wurden nun innerhalb von 50-60 min bei 80mA (2mA/cm2) 
auf die Membran übertragen. Im Anschluss wurde nur die Membran für 1h in Blockpuffer 
inkubiert um unspezifische Bindungen der Antikörper an die Membran zu verhindern: 5% 
Magermilchpulver in 0,1% T-TBS (Stocklösung: Tris-bufferd saline und Tween 20). Im Falle 
eines Phosphorylierungsnachweises wurden 20mM NaF als Phosphatase-Inhibitor zugegeben. 
Alle Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. 
Im nächsten Schritt erfolgte die Inkubation der Proteinmembran mit Antikörpern. Als 
Primärantikörper zur Detektion von Phosphorylierungen wurden anti-phospho-IGF1Rß 
(Tyr1135/1136) und anti-phospho-Akt (Ser473) (Cell Signalling Technology Inc., Danvers, 
Massachusetts) ausgewählt. Als Inkubationspuffer für den jeweiligen Primärantikörper wurde 
5%iges BSA in 0,1% T-TBS und 20mM NaF verwendet. Nach einer Inkubation über Nacht 
wurden die Membranen gewaschen und mit sekundären, horseradish peroxidase (HRP) 
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gekoppelten goat-anti-rabbit Antikörpern für 1h inkubiert (Thermo Fisher Scientific). Hierfür 
wurde als Inkubationspuffer 5% Magermilchpulver in 0,1%igem T-TBS verwendet. Nach 
einem weiteren Waschschritt erfolgte die Detektion der gebundenen Antikörper bedingt durch 
die Chemolumineszenz-Reaktion der HRP nach Zugabe des Substrats (SuperSignal West 
Femto; Thermo Fisher Scientific). Hierfür wurde die Membran für 5min mit der Lösung 
inkubiert. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mittels Röntgenfilm oder mit CCD 
Kamera im Imager (ImageQuant 350; GE Healthcare, Solingen, Deutschland). 
Zum Nachweis der Proteinexpression dienten anti-IGF1Rß, anti-Akt (Cell Signalling 
Technology Inc.) oder anti-ß Aktin Antikörper (Sigma, Saint Louis, Missouri) als 
Primärantikörper. Die Membran wurde zunächst für 30min bei 50°C mit einem Stripping 
Puffer (2% SDS, 60mM Tris-HCl, pH 6,8, 100mM 2-Mercaptoethanol) gewaschen, um die 
Antikörper aus dem Phosphorylierungsnachweis zu entfernen. Der weitere Ablauf folgte der 
oben beschriebenen Prozedur. Als Sekundärantikörper wurden wiederum goat-anti-rabbit 
(HRP) Antikörper verwendet. 
3.4.3.  Durchflusszytometrie 
Die Auswirkung der Mutation auf die Oberflächenexpression des Rezeptors wurde mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Für diesen Versuch wurden 2,5 x 105 COS-7 Zellen in 6-well 
Platten ausgesät und mit jeweils 8µg pcDNA3-IGF1R(E56D), pcDNA3-IGF1R(WT) oder 
Vektorkontrolle transfiziert. Die Transfektion erfolgte wie bereits beschrieben. Für die 
Durchflusszytometrie wurden die transient transfizierten Zellen in PBS Puffer mit 0,5mM 
EDTA und 0,2% BSA gewaschen und von den Platten abgelöst. Anschließend wurden 4 x 106 
Zellen/ml im gleichen Puffer resuspendiert und mit Phycoerythrin (PE) konjugierten anti-
IGF1R Antikörpern oder PE konjugierten IgG Iso-Kontrollantikörpern (R&D Systems, Inc., 
Minneapolis, Minnesota) für 45min bei 4°C inkubiert. Für die anschließende 
Durchflusszytometrie wurden die Proben abzentrifugiert, in 300µl eiskaltem PBS (4°C) 
resuspendiert und mittels CoulterEpics XL Flow Cytometer (Beckmann Coulter Inc., 
Fullerton, Kalifornien) analysiert. 
Statistische Auswertungen erfolgten mit Student’s t-Test und Graph Pad Prism Software 




4.1 Klinisches Bild und Genotypisierung der Patientin 
Im Jahr 2003 beschrieb die Forschungsgruppe der Universitätskinderklinik in 
Zusammenarbeit mit der Universität Cincinnati erstmals eine IGF1R Mutation als Ursache 
intrauterinen Kleinwuchses mit IGF1 Resistenz [5]. Daraufhin erfolgten unter wachsendem 
Forschungsinteresse breit angelegte Screenings. In Leipzig wurden Patienten aus der 
endokrinologischen Sprechstunde, dem in Leipzig beheimateten CrescNet - einem 
pädiatrischen Netzwerk zur Früherkennung von Störungen der Gewichts- und 
Wachstumsentwicklung - sowie in Kooperationen mit nationalen und internationalen 
Kinderärzten und Endokrinologen, rekrutiert. Einschlusskriterien für das IGF1-Resistenz - 
Screening sind eine Geburtsgröße und/oder -gewicht <-2,0 SDS, eine Körpergröße mit 4 
Jahren oder älter <-2,0 SDS und ein IGF1 Spiegel >-0,5 SDS [58]. Zu den Ausschlusskriterien 
gehört die Feststellung einer syndromalen oder organspezifischen Erkrankung.  
Die in dieser Arbeit beschriebene Patientin wurde aufgrund einer intrauterinen 
Wachstumsretardierung (IUGR) und fehlendem Aufholwachstum auffällig und ist aus diesem 
Grund seit 2008 in regelmäßiger Betreuung des Dr. von Haunerschen Kinderspitals München. 
Zur genetischen Typisierung wurde Probenmaterial an das Leipziger Forschungslabor von 




Abbildung 2. Familienstammbaum. Die Indexpatientin (Pfeil) ist homozygote Trägerin der p.Glu56Asp Muta-
tion, die in heterozygotem Status bei den Eltern (II-5 und -6) und der zweitgeborenen Schwester (III-4) gefunden 
wurde. Die drittgeborene Schwester (III-5) ist ebenfalls homozygote Anlageträgerin. Unter den Symbolen sind 
die letztgemessenen Größen SDS angegeben, bei den homozygoten Anlageträgern jeweils unter GH Therapie. 
Sternchen = eine Tante väterlicherseits zeigt einen auffälligen Kleinwuchs mit nur 130cm Körpergröße ungeklär-
ter Genese (II-4); schwarz ausgefüllte Symbole = homozygote Träger der IGF1R Mutation p.Glu56Asp; 
schwarz/weiß Füllung = heterozygote Träger der Mutation; Pfeilköpfe = im IGF1R Gen analysierte Familien-
mitglieder. 
 
Phänotyp der Indexpatientin und ihrer jüngeren Schwester 
Die Indexpatientin, älteste von 3 Schwestern (III-3; Abb. 2), ist ein Kind afghanischer Eltern, 
hervorgegangen aus einer (Berichten zufolge) konsanguinen Ehe, und wurde in der 41. 
Schwangerschaftswoche mit einer Geburtslänge von 44cm (-3,70 SDS), einem 
Geburtsgewicht von 2200 g (-3,20 SDS) und einem Kopfumfang von 32cm (-2,45 SDS) per 
Sectio caesarea geboren. Sie erfüllte somit die Kriterien der „small for gestational age“ 
Definition (siehe Tab. 4). Der Schwangerschaftsverlauf, als auch die postnatale Anpassung 
waren unauffällig, APGAR 10/10. Im Alter von 2 Jahren wurde bei der Indexpatientin durch 
den betreuenden Kinderarzt eine Vorstellung in der endokrinologischen Sprechstunde 
aufgrund des mangelnden Aufholwachstums veranlasst (Abb. 3). Phänotypisch auffällig ist 
bei der Indexpatientin neben ihrem proportionierten Kleinwuchs, ein rundes Puppengesicht 
mit großen Augen, sehr dichten schwarzen Augenbrauen und einem dichten Kopfhaarwuchs 
mit tiefem Haaransatz im Nacken. Es zeigt sich eine leichte Acanthosis nigricans in den 
Hautfalten bei allerdings starker Neurodermitis. Die motorische Entwicklung ist unauffällig. 
Es wurden kognitive, neurologische und sprachmotorischen Diagnostiken durchgeführt 
mithilfe des Snijders Oomen (SON-R 2 ½ - 7), der Child Behavior Checkliste, des AWST-R 
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und des SETK 3-5 Tests. Hierbei zeigte sich eine expressive und rezeptive 
Sprachentwicklungsstörung bei Zweisprachigkeit (Deutsch und Dari). Seit dem 3. Lebensjahr 
besucht sie einen Kindergarten und ist dort gut integriert. Im Alter von 3 Jahren erreichte die 
Indexpatientin eine Körpergröße von 76,5cm (-3,71 SDS) und ein Körpergewicht von 8,25kg 
(-3,50 SDS), dementsprechend blieb bisher ein Aufholwachstum aus (Tab. 4). Im Alter von 5 
Jahren wurde entsprechend der SGA Kriterien (siehe Abschnitt 4.1) bei der Indexpatientin 
eine Wachstumshormontherapie begonnen. Es wurde mit 0,035mg/kg/d Genotropin 
begonnen. Die Indexpatientin wog zu diesem Zeitpunkt 11,5kg (-4,19 SDS) bei einer 
Körpergröße von 93,5cm (-3,69 SDS). Eine Dosissteigerung erfolgte bis aktuell 
0,045mg/kg/d. Im Alter von 9 Jahren zeigte die Indexpatientin unter Therapie eine 
Wachstumsgeschwindigkeit von 5,5cm/Jahr (0,33 SDS). Die Körpergröße lag bei 110,3cm  
(-4,24 SDS), das Körpergewicht bei 17,1kg (-4,21 SDS), der Kopfumfang bei 48cm (-3,89 
SDS) und der BMI bei 14,1kg/m2 (-1,47 SDS). Das Knochenalter ist regelrecht. 
 
Abbildung 3. Wachstumschart der Indexpatientin unter Verwendung deutscher Referenzdaten (Mädchen). 
Durchgezogene Linien repräsentieren die alters- und geschlechtsangepasste 3., 50. und 97. Perzentile für die 
Referenzpopulation. Blaues Dreieck = Größe Vater; Roter Punkt = Größe Mutter; Pfeil = elterliche Zielgröße der 
Patientin. 
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Die jüngste Schwester der Patientin (III-5, Abb. 2) zeigte ähnliche Entwicklungsmuster und 
Auffälligkeiten, wie ihre ältere Schwester. Sie ist in der 38. SSW nach einer unauffälligen 
Schwangerschaft und regelrechter postnataler Adaption mit einem Geburtsgewicht von 2310g 
(-2,29 SDS), einer Geburtslänge von 42cm (-3,96 SDS) und einem Kopfumfang von 31cm 
(-2,74 SDS), ebenfalls SGA, geboren. Motorisch zeigte sie eine altersentsprechende 
Entwicklung. In der sprachmotorischen Diagnostik fiel ebenfalls eine expressive und 
rezeptive Sprachentwicklungsstörung bei Zweisprachigkeit (Deutsch und Dari) auf. In der 
klinischen Untersuchung fiel des Weiteren ein Systolikum auf. In der echokardiographischen 
Diagnostik zeigte sich eine milde Flussbeschleunigung im Pulmonalisstamm, welche ohne 
weitere therapeutische Konsequenzen blieb. Wie auch bei der Indexpatientin wurde im Alter 
von 4 Jahren eine Wachstumshormontherapie mit 0,035mg/kg/d entsprechend der SGA 
Kriterien begonnen mit einer Zieldosis von 0,04mg/kg/d. Die Wachstumsgeschwindigkeit lag 
zu dieser Zeit bei 3,9cm/Jahr (-3,1 SDS) bei einer Körpergröße von 85,1cm (-4,6 SDS), einem 
Körpergewicht von 9,8kg (-4,82 SDS), einem von BMI 13,5kg/m2 (-1,42 SDS) und einem 
Kopfumfang von 46cm (-3,81 SDS). 
 
Laborchemische Daten der Indexpatientin und ihrer jüngsten Schwester  
Die im Alter von 2 Jahren erhobenen paraklinischen Befunde zeigten erhöhte IGF1- 
[335ng/ml (4,88 SDS)] und IGFBP3-Werte [4,3µg/ml (0,8-3,9µg/ml)], die im Kontext der 
vorliegenden Wachstumsretardierung auf eine IGF1 Resistenz hinweisen. Ein Clonidintest zur 
Bestimmung der Stimulierbarkeit der hypophysären Wachstumshormonsekretion zeigte ein 
Ergebnis im unteren Normbereich (8ng/ml) und ergab somit keinen Hinweis auf einen 
Wachstumshormonmangel. Ein Jahr nach Beginn der Wachstumshormontherapie wurde ein 
oraler Glukosetoleranztest (OGTT) durchgeführt und erbrachte Normwerte. Der Wert für 
Nüchternglukose und Basalinsulin waren normal [72mg/dl (<100mg/dl) und 4,8µIU/ml (3,2-
16,3µIU/ml), C-peptide 1,6ng/ml (0,8-4,2ng/ml)]. Nach zwei Stunden lagen die Glukose und 
Insulinspiegel bei 63mg/dl (<140 mg/dl) und 16,5µIU/ml. Die zuletzt gemessenen IGF1 und 
IGFBP3 Werte im Alter von 10 Jahren waren erhöht: IGF1 640ng/ml (3,76 SDS), IGFBP3 
6,9µg/ml (2,09-7,07µg/ml).  
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Genotyp E56D/E56D E56D/E56D WT/E56D WT/E56D WT/E56D 
Geburtsgewicht [g] 
(SDS) 
2200 (-3,20) 2310 (-2,29) 3000g  (-1,31) 2500 (-2,69) 3450 (-0,3) 
Geburtslänge [cm] 
(SDS) 
44 (-3,70) 42 (-3,96) 48 cm (-1,88) 48 (-2,14) 50 (-1,0) 
Zuletzt gemessene 
Größe [cm] (SDS) 
s.u. s.u. 149,6 (-0,89) 159,5 (-0,79) 










50,0 (-0,54) 52,7 (-2,14)  

























4,7 (2,58- 5,96/ 
0,6) 
k. A. 













n.a. n.a. n.a. 
Größe [cm] (SDS) 
zu Beginn GH 
Therapie 













CA 6 J 
 n.a.  n.a.  n.a. 
Zuletzt gemessene 
Größe  [cm] (SDS) 
unter GH Therapie 
120,0 (-3,41) 
nach 5 Jahren 
88,6 (-5,36) 
nach 1 Jahr 
n.a. n.a. n.a. 
k.A. = keine Angaben; n.a. = nicht anwendbar; s.u. = siehe unten, CA = chronologisches Alter 
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Bei der jüngeren Schwester erfolgten ebenfalls seit ihrem ersten Lebensjahr regelmäßige 
Untersuchungen in der endokrinologischen Ambulanz. Die postnatal gemessenen 
endokrinologischen Parameter zeigten erhöhte Werte für IGF1, 161ng/ml (2,65 SDS) und 
normwertige für IGFBP3, 2,8µg/ml (0,8-5,3µg/ml). Eine anfänglich bestehende 
Eisenmangelanämie wurde durch Eisensupplementation ausgeglichen. Ein Aufholwachstum 
war hierunter jedoch nicht zu verzeichnen. Ein Clonidintest wurde durchgeführt und zeigte 
auffällige Ergebnisse mit max. 6.2ng/ml GH nach 75min. Daraufhin wurde ein 
Argininstimulationstest durchgeführt und erbrachte regelrechte Werte, so dass es keinen 
Hinweis für einen Wachstumshormonmangel gab. Initial bestand bei erhöhten FSH Werten 
(16.5mU/ml) der Verdacht auf ein Ullrich Turner Syndrom, welcher jedoch in 
Kontrolluntersuchungen nicht bestätigt wurde. Zum Zeitpunkt des Beginns der GH Therapie 
im Alter von 4 Jahren war der IGF1 Wert mit 239ng/ml (2,54 SDS) erhöht und IGFBP3 mit 
4,1µg/ml (0,8-5,1µg/ml) im Normbereich. Ihr Gewicht betrug zu diesem Zeitpunkt 9,8kg 
(-4,8 SDS) bei einer Körpergröße von 85,1cm (-4,6 SDS). Ein OGTT erbrachte regelrechte 
bzw. leicht erhöhte Werte: Nüchternglukose 108mg/dl (<100), Basalinsulin 20,9µIU/ml (3,2-
16,3µIU/ml). Nach zwei Stunden war der Glukosewert im Normbereich (99mg/dl (<140 
mg/dl)), der Insulinwert war erhöht (23µIU/ml).  Ein erhöhter HOMA Index (5,6) deutete auf 
eine Insulinresistenz hin. Die zuletzt gemessenen IGF1 und IGFBP3 Werte waren erhöht bzw. 
normwertig: IGF1 318ng/ml (2,94 SDS), IGFBP3 4.8µg/ml (1.8-5.9µg/ml). 
 
 
Abbildung 4. Elektropherogramm von Exon 2 des IGF1R (Ausschnitt) der Indexpatientin zur Darstellung des 
homozygoten Basenaustauschs Guanin zu Thymin im Exon 2 an Position 168 des IGF1R (c.168G>T, gelb mar-
kiert). Referenzsequenz, erste Zeile oberhalb des Elektropherogramms; Basensequenzen der Indexpatientin, 
zweite Zeile oberhalb des Elektropherogramms.   
 
Mutationsidentifizierung 
Im Rahmen des SGA-Screenings erfolgte bei der Indexpatientin eine molekulargenetische 
Diagnostik. Die Analyse genomischer DNA der Indexpatientin in allen kodierenden Exons 
des IGF1R einschließlich angrenzender Intronbereiche mittels denaturierender 
Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographie und direkter Sequenzierung auffälliger PCR-
Produkte zeigte eine homozygote Punktmutation in Exon 2 an Position 168 des offenen 
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Leserahmens (Referenzsequenznummer GenBank:  NM_000875.3) mit einem Basenaustausch 
von Guanin zu Thymin (c.168G>T) (Abb. 4). Daraus lässt sich ein Aminosäureaustausch von 
Glutamat zu Aspartat an Position 56 des IGF1R (p.Glu56Asp oder p.E56D) ableiten. In der 
häufig benutzten Schreibweise ohne Signalpeptid: p.Glu26Asp, oder p.E26D. Die Missense 
Mutation befindet sich in der L1 Domäne des extrazellulären Teils (α-Untereinheit) des 
IGF1R und die Substitution wird trotz des konservativen Austausch zwischen 2 sauren 
Aminosäureresten, von im Internet frei verfügbaren Tools zur Vorhersage des Einflusses von 
Proteinvarianten PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml), 
MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/) und SIFT 
(http://sift.jcvi.org/www/SIFT_BLink_submit.html) als pathogen klassifiziert. Ein 
phylogenetisches Alignment zeigt die hochkonservierte Aminosäure Glutamat an Position 56 
in verschiedenen Spezies (Abb. 5). Die zum Ausschluss einer hemizygoten Deletion 
durchgeführte MLPA-Analyse war unauffällig.  
 
Abbildung 5. Phylogenetisches Alignment der evolutionär hoch konservierten Aminosäureposition Glu56 
(Pfeil) in der IGF1R/INSR Familie der angezeigten Spezies (http://www.biochem.ucl.ac.uk/rilm/home.html). 
 
Die Eltern der Patientin sind heterozygote Anlageträger der genannten Mutation [Vater, 
160cm (-0,79 SDS); Mutter 150cm (-0,89 SDS)]. Die mittlere Schwester (III-4, Abb. 2) ist 
ebenfalls heterozygote Anlageträgerin, bei reifem Geburtsstatus und altersentsprechender 
postnataler Entwicklung. Die bereits erwähnte drittgeborene Schwester, die mit einer 
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Geburtslänge unterhalb der 3. Perzentile (SGA) zur Welt kam, ist homozygote Trägerin der 
IGF1R Mutation (III-5, Abb. 2).  
 Eine Tante väterlicherseits (II-5, Abb. 2) ist berichtet mit einer Endgröße von 130cm 
(-3,67 SDS) ebenfalls sehr klein zu sein. Bei ihr war leider aufgrund fehlender Erreichbarkeit 
(Großteil der Familie lebt in Afghanistan) keine molekulargenetische Diagnostik möglich. 
Weitere in Deutschland und Afghanistan lebende Familienmitglieder zeigen nach unserem 
Wissensstand keine endokrinologischen oder phänotypischen Auffälligkeiten.  
 Es besteht nun die Annahme, dass die homozygote Mutation ursächlich für die prä- und 
postnatale Wachstumsretardierung der Patientin ist. Da es sich jedoch bei der Substitution von 
Glutamat zu Aspartat um einen sehr konservativen Aminosäureaustausch handelt, ist eine 
molekularbiologische Analyse zur Abklärung der pathogenen Relevanz nötig, deren 
Ergebnisse im Folgenden dargestellt werden. 
4.2 Expression der IGF1R Untereinheiten 
In Kapitel 1.5 „Der Insulin like growth factor 1 receptor“ wurde die molekulare Struktur des 
IGF1R eingehend erläutert. Zur Analyse der IGF1R Expression wurden sowohl 
Patientenfibroblasten als auch transfizierte Zelllinien gewählt (R(-) Zellen, Igf1r-defiziente 
Mausfibroblasten bzw. COS-7 Zellen, Affennierenfibroblasten).  
 Durch biochemische Verfahren, in diesem Fall durch Immunoblotting, ist es möglich, die 
Expression der α- bzw. β-Untereinheit des IGF1R zu untersuchen. Durch Bindung von 
spezifischen Antikörpern an die zuvor durch Zelllyse aus der Plasmamembran gelösten extra- 
bzw. intrazellulären IGF1-Rezeptoreinheiten können diese detektiert werden. Hierfür wurden 
polyklonale Antikörper, die gegen den C-Terminus der IGF1R-β-Untereinheit bzw. der 
α-Untereinheit gerichtet sind, verwendet. Wie erwartet zeigten sowohl die mit IGF1R(WT) 
transfizierten R(-) Zellen, als auch die humanen Kontrollfibroblasten die Expression des 
IGF1-Prorezeptors (bei 180kDa), der IGF1R-ß- (bei 97kDa) und der IGF1R-α-Untereinheit 
(bei 135kDa). Im Vergleich hierzu war die Bildung des Prorezeptors der Mutante sowohl in 
den transfizierten Zellen als auch in den humanen Patientenfibroblasten substantiell erhöht, 
wohingegen die Expression der IGF1R-ß Untereinheit erniedrigt war (Abb. 6A und B). Dieser 
Effekt war in den beiden Zelllinien reproduzierbar und lässt auf eine gestörte Prozessierung 
des Prorezeptors in die α- und ß-Untereinheiten schließen. Die Menge an untersuchtem Lysat 




Abbildung 6. Proteinexpression des IGF1-Prorezeptors und der IGF1R-Untereinheiten in Patienten-
fibroblasten (A) und transient transfizierten R(-) Zellen (B). In Abbildung A sind jeweils zwei unterschiedli-
che Proteinmengen pro Ansatz aufgetragen worden. Die Detektion erfolgte gleichzeitig mit Antikörpern gegen 
die α- und β-Untereinheit des IG1R. In Abbildung B ist die Proteinexpression nach transienter Transfektion von 
Wildtyp und mutationstragender Plasmid DNA in R(-) Zellen dargestellt. Sowohl primäre Patientenfibroblasten 
als auch transfizierte Mauszellen zeigten eine verstärkte Expression des Prorezeptors bei gleichzeitiger Vermin-
derung des Signals der β-Untereinheiten, unabhängig von der Proteinkonzentration (A). P = Patienten, K = Kon-
trolle/Wildtyp, WT = Wildtyp, E56D = IGF1R(E56D), VO = Vektorkontrolle. Dargestellt sind exemplarisch die 
Ergebnisse von 5 unabhängigen Experimenten.  
4.3 IGF1R Autophosphorylierung und intrazelluläre Signaltransduktion 
In dieser Versuchsreihe wurden die IGF1-induzierte Autophosphorylierungskapazität des 
IGF1R und die intrazelluläre Signaltransduktion untersucht. Hierzu wurden R(-) Fibroblasten 
und COS-7 Zellen (jeweils transient mit IGF1R(E56D), -(WT) und Vektorkontrolle 
transfiziert) und humane Fibroblasten zunächst mit ansteigenden Konzentrationen IGF1 (0-
10nM für die transfizierten Zellen bzw. 0-20nM für die humanen Fibroblasten) inkubiert. 
Mittels Immunoblot konnte eine vergleichende Aussage über die dosisabhängige 
Autophosphorylierung des E56D mutierten IGF1R und des WT getroffen werden. Die 
Detektion erfolgte mittels phospho-Tyrosin spezifischer Antikörper. Wie zu erwarten, zeigten 
sowohl die humanen WT Fibroblasten (Abb. 7 und 8A) als auch die IGF1R(WT) 
transfizierten R(-) Fibroblasten (Abb. 8C) bzw. COS-7 Zellen (Daten nicht gezeigt), mit 
steigender IGF1 Dosis eine verstärkte Autophosphorylierung des Rezeptors. Bei 0nM zeigte 
sich keine Phosphorylierung, die stärkste Ausprägung lag bei 10 bzw. 20nM. Im Gegensatz zu 
den Wildtypen zeigten die IGF1R(E56D) transfizierten R(-) Fibroblasten und die 
Patientenfibroblasten eine substantiell verminderte Autophosphorylierung des Rezeptors 
(Abb. 7 und 8).  
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Abbildung 7. IGF1 abhängige Autophosphorylierung des IGF1R in Patientenfibroblasten. (A) Nach IGF1 
Stimulation (0-20nM) wurden die Zelllysate durch Polyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt und der IGF1R 
wie in A) beschriftet mittels Immunoblot dargestellt. Es zeigte sich bei den Patientenfibroblasten eine Zunahme 
des Prorezeptors bei gleichzeitiger Abnahme der IGF1R β-Untereinheit (IGF1R-β) und ihrer phosphorylierten 
Form (pIGF1R). (B, C) Densitometrische Auswertung und Quantifizierung der IGF1R-Phosphorylierung unter 
Normalisierung auf IGF1R-β (B), und ß-Aktin (Ladekontrolle für das Gesamtprotein) (C). Die densitometrische 
Auswertung zeigt bei Normalisierung auf ß-Aktin signifikante Verminderung der IGF1R Phosphorylierung bei 
0,2 und 2nM. n=3, a.u. = arbiträre Einheiten. 
 
Zur Quantifizierung wurden die Signale des phosphorylierten IGF1R bestimmt und sowohl 
auf den unphosphorylierten IGF1R (Abb. 7B) als auch auf das Gesamtprotein, gemessen als 
ß-Aktin (Abb. 7C), normalisiert. In den primären Fibroblasten zeigte sich in dieser 
densitometrischen Auswertung bei Normalisierung auf die β-Untereinheit des IGF1R (Abb. 
7B) ein nicht-signifikanter, aber markanter Anstieg der Phosphorylierungskapazität der 
Mutante verglichen mit dem WT, insbesondere bei der höchsten IGF1-Konzentration. Mit 
Hilfe der verwendeten Methodik war es nicht möglich abschließend zu klären, ob es sich 
dabei um einen experimentellen Artefakt – evtl. aufgrund der Hintergrundaktivierung des 
Insulinrezeptors bei hohen IGF1-Konzentrationen – oder um eine tatsächliche Verstärkung der 
Aktivierungskinetik des mutationstragenden Rezeptors im Vergleich zum WT handelt.  
 Bei Normalisierung des phosphorylierten IGF1R auf das Gesamtprotein (Abb. 7C) zeigt 
sich bei allen IGF1-Konzentrationen eine deutliche, bei 0,2nM und 2nM signifikante 
Verminderung der IGF1R Phosphorylierung. Dies lässt darauf schließen, dass nicht die 
Phosphorylierungskapazität des Rezeptors gestört ist, sondern die verminderte 
Phosphorylierung auf die geringere Proteinmenge des mutierten Rezeptors zurückgeht. Grund 
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hierfür könnte eine aufgrund der fehlerhaften Prozessierung des Prorezeptors verminderte 
Dosis der funktionellen IGF1R auf der Zelloberfläche sein.  
 Um der potentiellen Problematik der in Abschnitt 4.2 beschriebenen Verwendung primärer 
Kontrollfibroblasten Rechnung zu tragen, wurde wie in Abb. 8A und B gezeigt, erneut eine 
IGF1 abhängige Autophosphorylierung des mutierten IGF1R im Vergleich zu einer weiteren 
Wildtypkontrolle (K2) untersucht. Die Normalisierung erfolgte wiederum auf ß-Aktin und 
bestätigt und untermauert das in Abb. 7c gezeigte Ergebnis. 
 Um die in primären Patientenzellen gewonnen Befunde zusätzlich zu stützen, wurden – 
wie eingangs beschrieben – die Versuche zudem in transfizierten R(-) Zellen durchgeführt 
(Abb. 8C und D). Diese Versuche bestätigten die bereits in den Patientenfibroblasten 
gewonnenen Ergebnisse aus Abb. 7 und 8A und B. Die Autophosphorylierungskapazität des 
mutierten IGF1R zeigte ebenfalls eine Verminderung im Vergleich zum Wildtyp bei 
Normalisierung auf das Gesamtprotein in Form von ß-Aktin (Abb. 8D). 
 
Abbildung 8. IGF1 abhängige Autophosphorylierung des IGF1R in Patientenfibroblasten (A, B) und 
transfizierten R(-) Zellen (C, D). (A) Nach IGF1 Stimulation (0-20nM) wurde der Phospho-IGF1R (pIGF1R) 
in den Zelllysaten mittels Immunoblot dargestellt. Es zeigt sich eine Verminderung von pIGF1R in den Patien-
tenfibroblasten (P) im Vergleich zu den beiden Wildtypkontrollen (K1 und K2), die durch densitometrische 
Quantifizierung (B) unter Normalisierung des pIGF1R auf ß-Aktin bestätigt wurde. (C) Vektorkontroll- (VO), 
Wildtyp- (WT) und E56D- Plasmide wurden in R(-) Zellen transient transfiziert, mit 0-10nM IGF1 stimuliert 
und mittels Immunoblotting dargestellt. (D) Densitometrische Quantifizierung des pIGF1R-Signals unter Nor-
malisierung auf ß-Aktin. Es zeigt sich eine Verminderung des pIGF1R(E56D) im Vergleich zum WT. Mittelwert 
± Standardfehler von n=3. A.u. = arbiträre Einheiten. 
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Die Vektorkontrollen zeigten bei Stimulation mit 10nM IGF1 eine substantielle 
Rezeptorphosphorylierung. Diese resultiert vermutlich aus der Aktivierung des endogenen 
Insulinrezeptors bei hohen IGF1-Konzentrationen und der Kreuzreaktivität der verwendeten 
primären Antikörper. 
Die Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade, die durch die Phosphorylierung des 
Signalproteins Proteinkinase B/AKT bestimmt wurde, zeigte eine vergleichbare 
Phosphorylierungskapazität bei den humanen Fibroblasten zwischen der Indexpatientin und 
dem WT (Abb. 10A-D). Dieses Ergebnis war unabhängig davon, ob pAkt auf das 
Gesamtprotein (gemessen anhand von β-Aktin (Abb. 9B) oder auf die Expression von Akt 
(Abb. 9D) normalisiert wurde. Ebenso war auch kein Unterschied unter Zuhilfenahme von 
Fibroblasten eines weiteren Kontrollprobanden zu detektieren (Abb. 9D). In der 
Versuchsgruppe mit transfizierten R(-) Fibroblasten war die intrazelluläre Aktivierung der 




Abbildung 9. IGF1 abhängige Phosphorylierung des intrazellulären Signalproteins Proteinkinase B/AKT 
in Patientenfibroblasten (A-D) und transfizierten R(-) Zellen (E, F). (A) Nach IGF1 Stimulation (0-20nM) 
wurden die Zelllysate elektrophoretisch aufgetrennt und die in der Abbildung markierten Proteine mittels Immu-
noblot dargestellt. (B) Die densitometrische Quantifizierung unter Normalisierung auf ß-Aktin (B, n=2) bzw. Akt 
und ß-Aktin (D, n=1) zeigte keinen signifikanten Unterschied der AKT-Phosphorylierung in den Patienten-
fibroblasten (P) im Vergleich zu der einen Kontrolle (K) in Abb. B bzw. den beiden Kontrollen (K1 und K2) in 
Abb. D. (E) Vektorkontrolle  (VO), Wildtyp- (WT) und E56D- Plasmide wurden in R(-) Zellen transient trans-
fiziert, mit 0-10nM IGF1 stimuliert und phopspho-Akt sowie Akt mittels Immunoblotting dargestellt. (F) Die 
densitometrische Quantifizierung des pAkt-Signals erfolgte unter Normalisierung auf Akt. Die IGF1 abhängige 
Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade ist im Falle des p.E56D Rezeptors allenfalls tendenziell vermin-
dert (n=3). Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler. A.u. = arbiträre Einheiten. 
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4.4 Oberflächenexpression des IGF1R 
In dieser Versuchsreihe wurde die Oberflächenexpression des IGF1R mittels IGF1R(E56D) 
oder IGF1R(WT) transfizierter COS-7 Zellen im Durchflusszytometer untersucht. Diese Ver-
suche sollten Aufschluss darüber geben, ob durch die Genmutation die Oberflächenexpression 
des IGF1R verändert ist. Vorhergehende Versuche zeigten eine verminderte Expression der 
reifen IGF1R Untereinheiten in lysierten Zellen. Die COS-7 Zellen wurden jeweils mit 
IGF1R(E56D), IGF1R(WT) oder einer Vektorkontrolle transfiziert, im Anschluss mit einem 
Phycoerythrin (PE) konjugierten, gegen den extrazellulären Teil des Rezeptors gerichteten 
Antikörper inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 10). Die mittlere Flu-
oreszenzintensität der transfizierten Zellen zeigte eine signifikante Reduzierung der Oberflä-
chenexpression von IGF1R(E56D) im Vergleich zu IGF1R(WT) (p<0,05). Die mittlere Fluo-
reszenzintensität lag für die Mutante bei 46,5, für die mit dem Wildtyp transfizierten Zellen 




Abbildung 10. Oberflächenexpression des IGF1R(E56D) Die mittlere Fluoreszenzintensität zeigte einen 
signifikanten Abfall der IGF1R(E56D) Oberflächenexpression im Vergleich zum WT. Die Ergebnisse wurden 
aus 3 unabhängigen Versuchen ermittelt (Mittelwert ± Standardfehler von n=3, p<0,05). MFI = Mittlere 







5.1 Der homozygote Charakter der Mutation 
 
Bis heute sind mehr als zwanzig Patienten mit IGF1R Mutationen beschrieben. Abbildung 11 
gibt eine Übersicht über die bisher publizierten Mutationen. Die Mehrheit dieser Patienten ist 
Träger einer heterozygoten Mutation. Phänotypisch kennzeichnet fast alle Patienten dieses 
Kollektivs SGA geboren zu sein und das Wachstumsdefizit in der Folge nicht aufzuholen, 
vielfach moderate faziale Dysmorphien sowie, endokrinologisch, normale bis erhöhte IGF1 
Serumkonzentrationen als Zeichen einer durch die Mutationen bedingten Hormonresistenz. 
Auf biochemischer Ebene zeigten funktionelle Untersuchungen je nach Mutationslokalisation 
Störungen von IGF1R Biosynthese, Rezeptorprozessierung und -transport, sowie 
Ligandenbindung und intrinsischer Kinaseaktivität. Generell kann davon ausgegangen 
werden, dass es sich bei der Mehrzahl dieser heterozygoten Mutationen um genetische 
Veränderungen mit vollständigem Funktionsverlust des betroffenen Allels, sogenannte loss of 
function Mutationen handelt. 
Zur Gruppe der heterozygoten (bzw. hemizygoten) Mutationsträger zählen weiterhin 
Patienten mit partieller oder kompletter Deletion eines IGF1R Allels, also Aberrationen die 
zweifellos ebenfalls zu einem kompletten Funktionsverlust des betroffenen Allels führen. 
Ester und Walenkamp beschrieben jeweils durch große Deletionen hervorgerufene IGF1R 
Haploinsuffizienzen ihrer Indexpatienten, bei denen funktionelle Untersuchungen eher milde 
Auswirkungen auf die Rezeptorfunktion und/oder dessen Signaltransduktion zeigten [64, 88]. 
Dies steht der theoretischen Annahme entgegen, dass eine Haploinsuffizienz generell eine in 
etwa 50%ige Reduktion im IGF-Signalweg bedeute. Vom klinischen Bild her waren die 
betroffenen Patienten in Ausprägung und Schwere der phänotypischen Merkmale vergleichbar 
mit Trägern heterozygoter Punktmutationen, was in Anbetracht der milden molekularen 
Effekte der Deletionen auf zellspezifische Auswirkungen hindeutet, deren stärkster Einfluss 





Abbildung 11. Schematische Darstellung des IGF1R und Lokalisation bisher beschriebener Mutationen. 
Die in dieser Arbeit charakterisierte homozygote Mutation p.E56D (p.Glu56Asp) ist farblich hervorgehoben. 
Biallele, compound heterozygote Mutationen sind durch Verbindungslinien gekennzeichnet. Proteindomänen 
wie in Abb. 1.  
 
Erstmals untersuchte man homozygote IGF1R Mutationen im Mausmodell. Durch 
homologe Rekombination erfolgte die Generierung genetischer knock-outs, welche von J.-P. 
Liu und J. Baker erforscht und 1993 in der Zeitschrift Cell veröffentlicht wurde [87]. Diese 
rekombinanten Mäuse waren nicht lebensfähig und starben kurz nach Geburt an 
respiratorischem Versagen. Die Autoren diagnostizierten histopathologisch eine Hypoplasie 
verschiedener Muskelgruppen, das heißt eine Unterentwicklung aufgrund verminderter 
Zellzahl. Lungenpathologien wurden ausgeschlossen. Diese Erkenntnis könnte die 
Unfähigkeit zur pulmonalen postnatalen Entfaltung aufgrund muskulärer Schwäche erklären. 
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Darüber hinaus zeigten die Mäuse ebenfalls eine Organhypoplasie und eine verzögerte 
Knochenentwicklung. Ihr Geburtsgewicht entsprach nur zu 45% dem der Wildtypen [87]. Aus 
diesem Mausmodell wird abgeleitet, dass humane homozygote Mutationsträger mit einem 
kompletten Funktionsverlust vermutlich ebenfalls nicht lebensfähig sind. Weitere 
Untersuchungen folgten in compound heterozygoten und homozygoten Igf1r knock-out 
Mausmodellen von Epaud et al. [89]. In dieser Studie wurden compound heterozygote Mäuse 
mit einem hypomorphen und einem knock-out Allel generiert, die eine auf 22% reduzierte 
Igf1r-Expression im Vergleich zum WT zeigten. Die Tiere hatten eine signifikante intrauterine 
Wachstumsretardierung, waren aber lebensfähig. Mäuse mit homozygotem knock-out waren 
wie bereits zuvor und in Untersuchungen von Liu und Dupont et al. gezeigt, nicht lebensfähig  
[59, 87, 89].  
Beim Menschen sind bis heute jeweils zwei compound heterozygote und homozygote 
Mutationen beschrieben (zusammengefasst im Folgenden als „biallel mutiert“). Die 
jeweiligen Indexpatienten sind in ihrem phänotypischen Bild vergleichbar mit den 
heterozygoten Mutationsträgern. Jedoch offenbaren sie eine ausgeprägtere, klassische 
Hormonresistenz mit IGF1 Serumkonzentrationen oberhalb des Normbereichs (>2 SDS) und 
einem im Durchschnitt markanteren intrauterinen Wachstumsrückstand, der während der 
Kindheit und Adoleszenz bis hin zum Erwachsenenalter in seinem Ausmaß erhalten bleibt 
(SDS Mittelwerte, Geburtslänge: -3,74, Geburtsgewicht: -3,78: letzte erfasste Größe: -4,58)1 
[5, 65, 67, 78]. So auch die zwei hier vorgestellten biallel betroffenen Schwestern: IGF1 
Spiegel von 4,88 SDS bzw. 2,65 SDS weisen bei der Indexpatientin und ihrer Schwester 
(III-5, Abb. 2) unzweifelhaft auf eine erhebliche Resistenz gegenüber IGF1 hin, die mit hoher 
Wahrscheinlichkeit das profunde Wachstumsdefizit zu Beginn der rhGH Therapie (beide 
Schwestern <-3,7 SDS) nicht nur im Vergleich zur gesunden Schwester, sondern auch 
verglichen mit heterozygoten Mutationsträgern (SDS Mittelwerte, Geburtslänge: -2,78; 
Geburtsgewicht: -2,50; letzte erfasste Größe: -2,91)1 verursacht.  
Wie bereits beschrieben stellen intrauterine Wachstumsretardierung ohne Aufholwachstum 
bei normalen oder erhöhten IGF1-Serumkonzentrationen, Mikrozephalie, die in ihrem 
Ausmaß dem generellen, proportionierten Größendefizit entspricht, sowie eine familiäre 
Anamnese von Kleinwuchs im Falle heterozygoter IGF1R Mutationen die wesentlichen 
Charakteristika einer IGF1 Resistenz dar. Zusätzlich gibt es Berichte auftretender 
                                                
 
 
1 Eigene Erhebung basierend auf den Daten aller bislang publizierten IGF1R Mutationsträger 
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Komorbiditäten, die sich mit variabler Expressivität und Penetranz manifestieren. Neben 
milden fazialen Dysmorphien wurden psychomotorische, mentale und metabolische 
Entwicklungsstörungen beschrieben [49]. In der Literatur wurde in einzelnen Fällen ein 
Zusammenhang zwischen heterozygoten IGF1R Mutationen und einer gestörten 
Glukosehomöostase berichtet  [65, 67, 71, 75, 77, 79]. Diese Assoziation wurde auch in 2 der 
4 beschriebenen Patienten mit biallelen Mutationen beobachtet. Bei Gannagé-Yared zeigte die 
Patientin eine Insulinresistenz, bei dem von Fang et al. beschriebenen Geschwistern liegt 
wahrscheinlich ein primärer Insulinmangel vor. Obwohl in beiden Fällen die Symptomatik 
ausgeprägter als in den heterozygoten Mutationsträgern zu Tage trat (symptomatischer Typ 2 
Diabetes mellitus, Acanthosis nigricans), bleibt die genaue Pathogenese der metabolischen 
Störungen bei den bisher bekannten Patienten allerdings noch weitestgehend ungeklärt. 
Neben der bekannten Mitwirkung des IGF Systems bei der Regulation der 
Glukosehomöostase [90] könnte die Fähigkeit des IGF1R zur Bildung von Hybridrezeptoren 
mit dem Insulinrezeptor (INSR) ein Erklärungsansatz sein [48]. Diese Hybridrezeptoren 
bestehen aus jeweils einer α- und β-Untereinheit (Hemirezeptor) des IGF1- und des INSR 
und werden in allen Zellen, die sowohl den IGF1R als auch den INSR exprimieren, gebildet 
[10, 91]. Slaaby et al. zeigten in jüngsten Versuchen, dass die Bindungsaffinität dieser 
Hybridrezeptoren zu IGF1 deutlich potenter ist als die zu Insulin [91]. Während die betroffene 
Schwester der hier beschriebenen Indexpatientin eine gestörte Glukosetoleranz aufgrund einer 
milden Insulinresistenz aufweist, zeigen beide Patientinnen ansonsten phänotypisch keine 
weiteren Komorbiditäten (vergleiche dazu den folgenden Abschnitt „Genotyp-Phänotyp 
Korrelation“).  
In vitro Untersuchungen der zuvor publizierten biallelen Mutationen unter Nutzung von 
primären Fibroblasten und/oder als Rekonstitutionsexperimente in transfizierten Zelllinien, 
zeigten moderate Effekte auf die Rezeptoraktivierung und Postrezeptor-Signalwege. 
Lediglich Prontera et al. konnte für die homozygote p.Pro733_Arg734ins25 Mutation einen 
vollständigen Verlust für die Insulin-abhängige AKT-Aktivierung zeigen, dessen in vivo-
Relevanz allerdings in Anbetracht des Phänotyps der Patientin ungeklärt ist. Die compound 
heterozygote Mutationsträgerin bei Abuzzahab et al. zeigte zum einen eine verminderte 
Phosphorylierung der Tyrosinkinase, vermutlich verursacht durch die veränderte 
Sekundärstruktur des Rezeptors und einer damit einhergehenden verminderten 
Bindungsaffinität von IGF1 [3]. Die erste veröffentlichte Studie über eine homozygote 
Mutation demonstrierte sowohl eine verminderte Autophosphorylierung des Rezeptors als 
auch eine verminderte intrazelluläre Signalkaskade mit letztendlich ebenfalls reduzierter 
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Phosphorylierung der Proteinkinase B/AKT. Die Proteinexpression des IGF1R war jedoch 
unverändert [21]. Bei der compound heterozygoten Mutation p.[Glu121Lys/Glu234Lys] 
beschreiben Fang et al. eine gestörte IGF1R Prozessierung und eine daraus folgende 
Verminderung der reifen α- und β-Untereinheiten sowie eine verminderte IGF1-abhängige 
Phosphorylierung des Rezeptors und nachgeschalteter Signalmoleküle. Für die in 
vorliegender Arbeit untersuchte p.Glu56Asp Mutation konnte ein vergleichbarer 
Pathomechanismus nachgewiesen werden: eine drastische Beeinträchtigung der Prozessierung 
des Prorezeptors in die reifen, funktionellen α- und β-Untereinheiten führt zu einer 
verminderten Expression des IGF1R auf der Zelloberfläche, was eine reduzierte 
Autophosphorylierung nach IGF1 Stimulation bezogen auf das Gesamtprotein der Zelle zur 
Folge hat. Die Aktivierung des Signalmoleküls AKT war allerdings nur marginal 
beeinträchtigt, was möglicherweise eine Folge der erhöhten Aktivierbarkeit der 
Rezeptormutante bezogen auf die Menge der verbliebenen, reifen IGF1R(E56D) 
β-Untereinheiten ist. Diese in ihrer Gesamtheit moderaten Effekte von p.Glu56Asp sind 
möglicherweise – wie auch die vergleichsweise milden Komorbiditäten der betroffenen 
Schwestern – auf den relativ geringfügigen funktionsbeeinträchtigenden Charakter der 
konservativen Aminosäuresubstitution zurückzuführen (vergleiche dazu auch den 
nachfolgenden Abschnitt „Genotyp-Phänotyp Korrelation“).  
Zusammenfassend kann eingeschätzt werden, dass die hier beschriebene fünfte humane 
biallele Mutation wie auch die zuvor beschriebenen biallelen Mutationen in ihrem 
Schweregrad nicht den Ausprägungen des Mausmodells entspricht. Es handelt sich in diesem 
Fall nicht wie im Mausmodell um eine loss-of-function Mutation, sondern um eine 
quantitative Auswirkung der Mutation auf die Prozessierung und Oberflächenexpression des 
Proteins, die durch eine Restaktivität funktionsfähiger IGF1 Rezeptoren gekennzeichnet ist. 
Da sich sowohl phänotypisch als auch biochemisch ein im Vergleich zum knock-out 
Mausmodell schwächerer Effekt zeigt, sprechen wir in diesem Fall von einem hypomorphen 
Charakter der Mutation, der Überleben und Gedeihen der betroffenen Patientinnen, wenn 
auch letzteres außerhalb des Bereichs biologischer Variabilität, gewährleistet. 
5.2 Die Genotyp-Phänotyp Korrelation 
Wie bereits in den Abschnitten zuvor beschrieben, ist IGF1 Resistenz aufgrund von IGF1R 
Mutationen durch prä- und postnatale Wachstumsretardierung trotz normaler oder erhöhter 
IGF1 Spiegel gekennzeichnet. Diese ist in der Regel definiert als z-Score kleiner/gleich -2 
Standardabweichungen im Vergleich zu alters-, geschlechts- und idealerweise regional oder 
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ethnisch korrigierten Referenzpopulationen. Hinsichtlich dieser zwei Hauptmerkmale 
(Kleinwuchs, IGF1 Serumkonzentrationen) ist die Variabilität mit Blick auf alle zuvor 
berichteten Indexpatienten erheblich (Bereich der zuletzt gemessenen Körpergröße: -5,9 
bis -1,3 SDS) und nimmt weiter zu, wenn die verwandten Träger der jeweiligen Mutation 
ebenfalls berücksichtigt werden (-5,9 bis 0,0 SDS). Obwohl derzeit keine Publikation mit 
einer systematischen Metaanalyse der existierenden Daten verfügbar ist, zeichnet sich ein 
Trend ab, der zumindest die Enden des Variabilitätsbereichs zu bestimmen scheint: die 
Maximalwerte (in Richtung Normbereich Körpergröße) sind dominiert durch heterozygote 
Angehörige von Indexpatienten mit biallelen Mutationen, sowie durch Indexpatienten und 
deren betroffene Angehörige, die in wachstumsunabhängigen Screenings identifiziert wurden. 
Am minimalen Ende des Variabilitätsbereichs (in Richtung extremer Kleinwuchs) finden sich 
vorrangig die Indexpatienten mit biallelen Mutationen. Eine wesentliche Determinante der 
zuletzt berichteten Größe ist demnach – neben einem analytischen Bias, hervorgerufen durch 
auxologische Screenings mit einem -2 SDS Schwellenwert – der Genotyp der 
Mutationsträger. Biallele Mutationsträger weisen im Vergleich zu heterozygoten 
Indexpatienten das größere Wachstumsdefizit auf, während heterozygote Angehörige bialleler 
Indexpatienten vergleichsweise moderat größenretardiert sind. Diese Genotyp-abhängige 
Ausprägung des Körpergrößendefizits ist auch in der hier untersuchten Familie 
nachzuvollziehen. Die wiederkehrende, lediglich milde Beeinträchtigung des longitudinalen 
Wachstums in den heterozygoten Angehörigen bialleler Mutationsträger weist zudem auf eine 
entscheidende Mutation-Phänotyp Beziehung hin, die zum einen die theoretischen 
Überlegungen abgeleitet aus den Igf1r knock-out Mausmodellen stützt und zum anderen 
zumindest teilweise durch die funktionellen Untersuchungen zur p.Glu56Asp Mutation 
bestätigt wird: IGF1R Mutationen wie die hier untersuchte, die in einer biallelen 
Konstellation vorliegen, sind hypomorphe Mutationen ohne vollständigen Funktionsverlust. 
Im Unterschied zu den heterozygoten Mutationen, bei denen man von einem dominanten 
Erbgang mit Funktionsverlust des defekten Allels ausgeht (Haploinsuffizienz), sind biallele 
Mutationen mit einer Funktionseinschränkung verbunden, die rezessiv vererbt wird. 
Abgesehen von der Annahme, dass man die häufig bei heterozygoten Indexpatienten 
auftretenden prädiktiven loss-of-function Mutationen (vorzeitige Peptidkettenabbrüche durch 
Nonsense-, Splice-site-, Frameshift-Insertions- oder Deletions-Mutationen) wohl nicht im 
homozygoten Zustand bei kleinwüchsigen Patienten finden wird, ist derzeit eine Korrelation 
zwischen mutiertem Genort innerhalb des IGF1 Rezeptors (betroffener funktioneller Domäne 
im Protein) oder Art der Mutation (missense einschließlich Ausmaß der Konservativität des 
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Austauschs, nonsense, splice-regulatorisch) auf der einen Seite und beobachtetem klinischen 
Phänotyp auf der anderen Seite nicht zu erkennen. Auffällig ist allenfalls, dass nahezu alle 
biallelen Mutationen (mit Ausnahme von p.Pro733_Arg734ins25 [78]; siehe nachfolgend) in 
den ersten 3 der 21 IGF1R Exons kartieren und somit hauptsächlich die L1 und Cys-
Domänen des Proteins betreffen. Auch sollte in diesem Zusammenhang angemerkt werden, 
dass die bislang möglicherweise erheblichste Störung der IGF1R Struktur in einem biallel 
betroffenen Patienten (p.Pro733_Arg734ins25 [78]) zu einem SHORT-Syndrom-ähnlichen 
Krankheitsbild mit markanter progeroider Erscheinung führte. Bemerkenswerterweise (und 
vorausgesetzt die Gesamtheit der klinischen Symptome in dieser Patientin ist ausschließlich 
auf die IGF1R Mutation zurückzuführen) waren sowohl die Größenparameter bei Geburt als 
auch das Wachstumsdefizit der Patientin im Alter von 9 Monaten nicht ausgeprägter als bei 
anderen biallelen IGF1R Mutationsträgern; dies trotz der markanten Komorbiditäten, 
einschließlich SHORT-Syndrom assoziierte Stigmata, disproportionaler Mikrozepahlie (< -5 
SDS) und markantem progeroiden Erscheinungsbildes. Obwohl derzeit aufgrund der geringen 
Patientenzahlen mit biallelen IGF1R Mutationen keine eindeutige Aussage möglich ist, ist es 
denkbar, dass sich die „Schwere“ der zugrunde liegenden IGF1R Mutation(en) hauptsächlich 
in Umfang und Ausprägung begleitender Morbiditäten manifestiert, weniger in einer 
Zunahme des Wachstumsdefizits. Eine solche Genotyp-Phänotyp-Korrelation wäre im 
Einklang mit der weitestgehend unauffälligen Symptomatik der beiden hier beschriebenen 
Schwestern, deren zugrundeliegende Mutation einen eher kleinen funktionellen Effekt haben 
dürfte, wie der konservative Austausch der sauren Aminosäuren von Glutamat zu Aspartat 
sowie die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen nahelegen. Möglicherweise ist unter dem 
gleichen Aspekt der Umstand zu bewerten, dass beide betroffenen Schwestern keine oder nur 
eine moderat gestörte Glukosetoleranz aufweisen. Es bleibt abzuwarten, ob derartige 
Fehlfunktionen mit zunehmendem Alter bei der Indexpatientin auftreten werden bzw. sich die 
latente Insulinresistenz der betroffenen Schwester zu einem offenen Typ 2 Diabetes 
entwickelt. Interessanterweise zeigte die Trägerin der homozygoten p.Pro733_Arg734ins25 
Mutation innerhalb der ersten 2 Lebensjahre wie auch die [Arg138Gln; Lys145Asn] Patientin 
bis zum Alter von 14 Jahren ebenfalls keine (publizierten) Anzeichen einer gestörten 
Glukosetoleranz, so dass momentan ungeklärt bleibt, ob Störungen der Glukosehomöostase 
ein verbindendes Charakteristikum bialleler IGF1R Mutationen mit variablem Alter des 
Krankheitsausbruchs darstellen. Es erscheint derzeit nicht weniger wahrscheinlich, dass 
Stoffwechselstörungen – ähnlich oben beschriebenen anderen Komorbiditäten – mit zwar im 
Vergleich zu heterozygoten Mutationsträgern erhöhter, so aber doch nicht vollständiger 
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Penetranz auftreten. Ebenso wird erst mit der Identifizierung weiterer Patienten mit biallelen 
IGF1R Mutationen geklärt werden können, in wie weit die Lokalisation einer Mutation 
innerhalb der Proteinstruktur und das Ausmaß ihrer Funktionsstörung mit der Schwere der 
Wachstumsretardierung (als primäres Charakteristikum mit vollständiger Penetranz) und dem 
Auftreten der verschiedenen Komorbiditäten korrelieren. Zudem fehlt bis dato auch noch der 
definitive Nachweis für die Letalität bialleler IGF1R Mutationen mit vollständigem 
Funktionsverlust.  
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Der IGF1R gehört zur Familie der transmembranären Tyrosinkinaserezeptoren. Als Mediator 
der biologischen Effekte von IGF1 und IGF2 belegt er eine zentrale Rolle im Zellwachstum 
und der Zelldifferenzierung.  
Seit 2003 wurden bis heute über 20, vor allem heterozygote IGF1R Mutationen publiziert. 
Die erste der bisher zwei veröffentlichten homozygoten IGF1R Mutationen erschien im Jahr 
2012. Bis zu diesem Zeitpunkt legten Untersuchungen transgener IGF1R knockout Mäuse 
eine Unvereinbarkeit solcher Mutationen mit dem Leben nahe. Versuche zeigten, dass die 
mutationstragenden Mäuse unmittelbar nach Geburt an respiratorischem Versagen starben. 
Hieraus wurde abgeleitet, dass humane homozygote Mutationsträger mit komplettem 
Funktionsverlust ebenfalls nicht lebensfähig wären. 
Ziel dieser Arbeit war die molekularbiologische Aufarbeitung des zum damaligen 
Zeitpunkt noch einzigartigem homozygoten Trägerstatus der Indexpatientin. Das Interesse lag 
vor allem auf der Genotyp-Phänotyp Korrelation, da es sich aller Wahrscheinlichkeit nach 
nicht um einen völligen Funktionsverlust der Allele handeln konnte. 
Bei dieser Patientin lag eine Missense Mutation – Aminosäureaustausch von Glutamat zu 
Aspartat an Position 56 des IGF1R – in der ligandenbindenden Domäne L1 vor. Phänotypisch 
zeigte die Patientin neben ihrem proportionierten Kleinwuchs, ein rundes Puppengesicht mit 
großen Augen, sehr dichten schwarzen Augenbrauen und einem dichten Kopfhaarwuchs mit 
einem tiefen nuchalen Haaransatz. Die molekularbiologische Untersuchung dieser Mutation 
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erfolgte sowohl an Hautfibroblasten der Indexpatientin als auch rekombinant in Säugerzellen. 
Die in vitro Untersuchungen dieser homozygoten IGF1R(E56D) Mutation, legten im 
Wesentlichen folgende Ergebnisse dar: 
1. Die Expression der IGF1R Untereinheiten wurde mittels Immunoblotting unter-
sucht und zeigte im Falle des mutierten Rezeptors eine substantielle Erhöhung des 
Prorezeptors auf Kosten der reifen α- und β-Untereinheiten. Dies lässt auf eine ge-
störte Prozessierung in die Rezeptoruntereinheiten schließen. 
2. Die IGF1 induzierte Autophosphorylierungskapazität des mutierten Rezeptors, 
ebenfalls mittels Immunoblot visualisiert, war substantiell verringert. Eine Quanti-
fizierung der pIGF1R Signale auf das Gesamtprotein im Vergleich zur Normalisie-
rung auf den unphosphorylierten IGF1R legte nahe, dass die Aktivierungskinetik 
des mutierten Rezeptors unverändert ist. Anzunehmen ist, dass aufgrund der fehler-
haften Prozessierung des Prorezeptors der funktionelle IGF1R quantitativ beein-
trächtigt ist. 
3. Eine Abnahme der Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade, die anhand des 
Signalproteins B/AKT untersucht wurde, konnte nicht in allen untersuchten Zellli-
nien bestätigt werden. 
4. Die Oberflächenexpression des mutationstragenden Rezeptors wurde im Durch-
flusszytometer untersucht. Einhergehend mit der verminderten Expression reifer 
IGF1R Untereinheiten war die Oberflächenexpression des Rezeptors signifikant 
verringert.  
Diese Ergebnisse zeigten, dass die Mutation quantitative Auswirkung auf die 
Prozessierung und Oberflächenexpression des IGF1R hat. Im Gegensatz zum völligen 
Funktionsverlust des Rezeptors im knock-out Mausmodell, bestand hier eine Restaktivität, 
weshalb man von einem hypomorphen Charakter dieser Mutation spricht. Diese 
Ergebnisse lassen auf einen kausalen Zusammenhang zwischen der Mutation und dem 
IGF1-resistenten Phänotyp der Schwestern schließen. Phänotypisch ähneln biallele 
Mutationsträger den bisher publizierten heterozygoten Individuen. Die biallelen 
Indexpatienten zeigen allerdings eine ausgeprägtere Hormonresistenz, einen markanteren 
Wachstumsrückstand und vermehrt Komorbiditäten (z.B. Störungen der 
Glukosehomöostase). Eine Korrelation dieser Merkmale mit der Lokalisation der Mutation 
und dem Trägerstatus lässt sich allerdings erst mit der Identifizierung weiterer Patienten 
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Abb.   Abbildung 
ACTH   Adrenocorticotropin 
ADH   Antidiuretisches Hormon   
ALS   acid labile subunit 
ATD   Abdomineller Transversaldurchmesser 
α-UE   α-Untereinheit 
AWST-R  Aktiver Wortschatztest 
BglI   Restriktionsendonuklease Bacillus globigii 
BPD   Biparietaler Durchmesser 
BSA   bovines Serum Albumin 
ß-UE   ß-Untereinheit 
cDNA   komplementäre (complementary) DNA 
CIP   calf intestinal phosphate 
COOH   Carboxygruppe  
COS-7 Zellen  Nierenfibroblasten grüner Meereskatzen (Chorocebus) 
CR Domäne  Cysteinreiche Domäne 
ddATP   Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP   Dideoxycytidintriphosphat 
ddGTP  Dideoxyguanintriphosphat 
ddNTP  Dideoxyribonukleotidtriphosphat 
ddTPP   Dideoxythymidintriphosphat 
ddH2O   Demineralisiertes Wasser 
DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (acid) 
dNTP   Deoxyribonukleotidtriphosphat 
DpnI   Restrikionsendonuklease Diplococcus pneumoniae 
Ds DNA  Doppelstrang DNA 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäre 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERK   Extracellular-signal related kinase 
FnIII   Fibronectin III 
FGFR3  Fibroblast growth factor receptor 3  
FSH   Follikel stimulierendes Hormon 
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GH   Growth hormone 
GHI   growth hormone insufficiency 
GHRH   Growth hormone releasing hormone 
GHRHR  Growth hormone releasing hormone receptor 
GLI2   Zinc finger protein 
HCL   Chlorwasserstoff 
HESX1  HESX homebox 1 
hGH   Human growth hromone 
HPLC   high performance liquid chromatography 
HRP   Horseradish peroxidase 
IGF1R   Insulin like growth factor 1 receptor 
IGF2R   Insulin like growth factor 2 receptor 
IGF1   Insulin like growth factor 1 
IGF2   Insulin like growth factor 2 
IGFBP3  Insulin like growth factor binding protein 3 
IGHD   Isolated growth hormone defeciency 
INSR   Insulinrezeptor 
IP   Indexpatientin 
IR-A   Insulin Rezeptor Isoform A 
IR-B   Insulin Rezeptor Isoform B 
IRR   Insulin receptor related receptor 
IRS   Insulin receptor substrate 
ISS   Idiopathic short stature  
IUGR   Intrauterine growth restriction 
K   Kontrolle 
KRL   Kinase regulatory loop 
LH   Luteinisierendes Hormon 
LHX3   LIM homebox 3 
LHX4   LIM homebox 4 
L1 Domäne  Ligandenbindende Domäne des IGF1R 
L2 Domäne  Ligandenbindende Domäne des IGF1R 
NaF   Natrium Fluorid 
nM   Nanomolar 
NP40   4-Nonylphenyl-polyethylene glycol 
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MAPK/ERK  mitogen activated protein kinase 
MLPA   multiplex ligation-dependent probe amplification 
MPHD  multiple pituitary hormone deficiency 
MSH   melanin stimulating hormone 
NEB   New England Biolabs 
OH    Hydroxygruppe 
PBS   phosphate buffered saline 
pBSK   pBluescript 
pcDNA3  Plasmid 
PCR   Polymerase chain reaction 
PE   Phycoerytrin 
PIT-1   pituitary transcription factor 1 
PKB/AKT   Proteinkinase B  
PROP1  Homebox protein prophet of PIT-1 
POU1F1  PIT-1 
qPCR   quantitaive Echtzeit PCR 
RIPA   radio immunoprecipitation  
RTK   Rezeptortyrosinkinase 
R(-) Zelle  IGF1R defiziente Mausfibroblasten 
SDS   Standard deviation score 
SDS PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SETK   Sprachentwicklungstest 
SGA   Small for gestational age 
Shc   Adapterprotein 
SOD   Septo-optic Dysplasie 
SON-R  Snijders Oomen Nicht-verbale Intelligenztest 
SOX3   SRY-related HMG box  
SSL   Scheitel Steiß Länge 
SSW   Schwangerschaftswoche 
Stat5b   signal transducer and activator of transcription 5b 
Tab.    Tabelle 
TEA    Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Trp   Tryptophan 
TSH   Thyreotropin 
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T-TBS   Tris buffered saline 
VO   Vector only 
WT   Wildtyp 
x-gal   5-Brom-4-chlor-3-indoxyl- ß -D-galactopyranosid 
SI- und SI-konforme sowie im Duden verzeichnete Einheiten sind nicht aufgeführt. 
 
7.4 Aminosäurecodes 
Aminosäure Drei- Buchstabencode Ein- Buchstabencode 
Alanin Ala A 
Cystein Cys C 
Asparaginsäure Asp D 
Glutaminsäure Glu E 
Phenylalanin Phe F 
Glycin Gly G 
Histidin His H 
Isoleucin Ile I 
Lysin Lys K 
Leucin Leu L 
Methionin Met M 
Asparagin Asn N 
Prolin Pro P 
Glutamin Gln Q 
Arginin Arg R 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Valin Val V 
Tryotophan Trp W 
Tyrosin Tyr Y 
 
